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1. Einleitung 
1.1. Das Immunsystem und Monozyten/Makrophagen 
Die Aufgabe des Immunsystems ist es, den Körper vor Krankheitserregern und den dadurch 
verursachten Schäden zu schützen. Es kann in die zelluläre und die humorale Abwehr eingeteilt 
werden sowie in das angeborene und das erworbene Immunsystem. Zu der zellulären 
Immunabwehr zählen Makrophagen, neutrophile Granulozyten, natürliche Killerzellen (NK-
Zellen) sowie T- und B-Lymphozyten. Zur humoralen Immunabwehr gehören z.B. Antikörper, 
Zytokine, Komplement- und Akute Phase-Proteine. 
Direkt nachdem die Krankheitserreger in den Körper eindringen, werden sie von Zellen der 
angeborenen Immunabwehr, den Makrophagen, Neutrophilen und NK-Zellen, erkannt und 
zerstört. Die meisten Krankheitserreger werden erfolgreich von Zellen der angeborenen 
Immunabwehr abgewehrt, häufig ohne das Auftreten von Krankheitssymptomen (Turvey und 
Broide 2010). Neutrophile und Makrophagen eliminieren eindringende Pathogene, tote Zellen 
und Zelldebris durch Phagozytose. Makrophagen produzieren außerdem Zytokine. Die NK-
Zellen erkennen und eliminieren Tumorzellen und virusinfizierte Zellen. 
Die Zellen der adaptiven Immunabwehr, die T- und B-Lymphozyten, greifen ein, wenn die 
angeborene Immunabwehr die Infektion alleine nicht kontrollieren kann. Beide Zelltypen 
erkennen Pathogene antigenspezifisch. Die Spezifität ist einzigartig für jede Zelle und es kommt 
zur Bildung von Gedächtniszellen, welche beim wiederholten Kontakt mit dem gleichen 
Pathogen eine schnellere und stärkere Immunantwort ermöglichen. 
Monozyten entstehen im Knochenmark aus einem gemeinsamen myeloischen Vorläufer mit den 
Neutrophilen. Sie machen 5-10% der peripheren Leukozyten im menschlichen Blut aus. 
Monozyten zirkulieren mehrere Tage, bevor sie ins Gewebe eindringen und die Populationen 
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der Gewebemakrophagen wieder auffüllen. Die Rekrutierung ins periphere Gewebe wird durch 
pro-inflammatorische, immunologische und metabolische Stimulationen ausgelöst (Gordon und 
Taylor 2005). Im Gewebe differenzieren die Zellen zu Makrophagen und dendritischen Zellen 
und tragen zur Abwehr, Umbildung und Reparatur des Gewebes bei. Aktivierende Stimuli sind 
z.B. Interferon (IFN)-γ, Toll-like Rezeptor (TLR)-Liganden, Interleukin (IL)-4 und IL-13. 
Deaktivierende Stimuli hingegen sind z.B. IL-10 und Transforming Growth Factor (TGF)-β sowie 
die Ligation von inhibierenden Rezeptoren wie „Cluster of differentiation“ (CD)200 und CD172a 
(Gordon und Taylor 2005). 
1.2. Toll-like Rezeptoren 
1.2.1. Übersicht über die Toll-like Rezeptoren 
Die angeborene Immunabwehr stellt die erste Verteidigungslinie gegen Pathogene dar. 
Pathogene werden von Zellen der angeborenen Immunität über sogenannte Pathogen-
assoziierte molekulare Muster („pattern-associated molecular patterns“ (PAMP)) erkannt 
(Medzhitov 2009). Die Zellen der angeborenen Immunabwehr haben Rezeptoren, die „pattern-
recognition receptors“ (PRR), welche Krankheitserreger anhand ihrer PAMP erkennen. Zu 
dieser Gruppe gehören die TLR. 
TLR sind Typ I integrale Membranrezeptoren mit einem Molekulargewicht von 90-115 kDa (Bell 
et al. 2003). Sie bestehen aus einer N-terminalen Domäne für die Ligandenerkennung, einer 
einfachen Transmembranhelix und einer C-terminalen zytoplasmatischen Domäne für die 
Signalweiterleitung (Botos et al. 2011). 
Die TLR-Liganden (Tabelle 1) binden an die Ektodomäne, welche aus leucinreichen 
Wiederholungssequenzen besteht und induzieren die Rezeptordimerisierung, so dass der 
Rezeptor seine typische M-Form annimmt (Botos et al. 2011; Manavalan et al. 2011). 
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Tabelle 1: Übersicht über TLR-Liganden von TLR1-9. 
Nach (Manavalan et al. 2011; Oldenburg et al. 2012); E: extrazelluläre Rezeptoren in der 
Plasmamembran; I: intrazelluläre, lysosomale Rezeptoren. 
TLR: Ort Ligand Ursprung des Liganden 
TLR1 E Lipopeptide Bakterien und Mykobakterien 
Triacyllipopeptide Synthetisch 
TLR2 
 
E Lipopeptide und Lipoproteine Gram-positive Bakterien, Mykobakterien 
Glycolipide Trepenoma maltophilia 
Lipoteichonsäure (LTA) Gram-positive Bakterien 
Peptidoglykan Gram-positive Bakterien 
Zymosan Saccharomyces cerevisiae 
Diacyl- und Triacyllipoproteine Synthetisch 
Hitzeschockproteine Endogen 
Hyaluronsäure Endogen 
„Heat-killed Bacteria“ Listeria monocytogenes 
TLR3 
 
I Doppelstrang-RNA (dsRNA) Viral 
Poly I:C Synthetisches Analogon von dsRNA 
mRNA Endogen 
TLR4 
 
E+I Lipopolysaccharid (LPS) Gram-negative Bakterien 
Taxol Aus der Rinde von Taxus brevifolia 
Hitzeschockproteine Endogen 
Hyaluronsäure Endogen 
Lipid A Mimetika Synthetisch 
TLR5 E Flagellin Gram-positive und gram-negative Bakterien 
TLR6 E Diacyllipopeptide Mykoplasmen/synthetisch 
LTA Gram-positive Bakterien 
Zymosan Saccharomyces cerevisiae 
TLR7 und 
TLR81  
I 
 
Einzelstrang RNA (ssRNA) Viral 
R848 Synthetisch 
Loxoribin Synthetisch 
Imiquimod Synthetisch 
TLR9: I Unmethylierte CpG-Motive von 
Einzelstrang-DNA (ssDNA)  
Bakterien und Viren 
CpG Synthetisch 
Oligodeoxynukleotide (ODN) Synthetisch 
DNA Endogen 
TLR101: E Ligand unbekannt  
TLR112: E Profilin Toxoplasma gondii 
TLR122: E Ligand unbekannt  
TLR132: E 23S rRNA Bakterien 
1 Ausschließlich human, 2 Ausschließlich murin 
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Die meisten TLRs, wie z.B. TLR3 und 4, bilden Homodimere. TLR2 bildet zusätzlich mit TLR1, 6 
und 10 Heterodimere. Wenn die C-terminalen Enden der Ektodomänen nahe beinander liegen, 
werden die zytoplasmatischen „Toll/IL-1R homology domains“ (TIR-Domänen) in räumliche 
Nähe gebracht. Die intrazellulären Adapterproteine werden rekrutiert und die nachgelagerte 
Signalweiterleitung aktiviert (Botos et al. 2011; Manavalan et al. 2011). 
1.2.2. TLR4-abhängige Signalwege 
Für die Bindung von LPS sind CD14 und das LPS-bindende Protein (LBP) wichtig, da sie LPS 
in direkter Umgebung des TLR4 abliefern (Palsson-McDermott und O'Neill 2004). Zusammen 
mit dem Protein MD-2 („Myeloid differentiation protein-2“) bindet LPS an den TLR4 (Palsson-
McDermott und O'Neill 2004). 
Anschließend können die intrazellulären Adapter an die TIR-Domäne des TLR4 binden. Von 
hier gehen zwei Hauptsignalwege aus: der „myeloid differentiation primary response gene 88“ 
(MyD88)-abhängige und der "TIR-domain containing adaptor inducing IFN-β“ (TRIF)-abhängige 
Signalweg. 
1.2.2.1. Der MyD88-abhängige Signalweg 
Nach der TLR4-Aktivierung bindet das Adapterprotein „TIR-domain containing adaptor protein“ 
(TIRAP) intrazellulär an die TIR-Domäne. Die Funktion von TIRAP ist die Rekrutierung von 
MyD88 zum TLR4 (Kagan und Medzhitov 2006). MyD88 enthält eine „Death Domain“ (DD), an 
welche die IL-1 Rezeptor-assoziierte Kinasen (IRAK) binden können (Ferrao und Wu 2012). 
IRAK-1, IRAK-2 und IRAK-4 leiten das Signal von MyD88 zum „TNF receptor associated factor” 
(TRAF)6 weiter. Zunächst interagiert IRAK-4 mit MyD88 (Li et al. 2002). IRAK-4 phosphoryliert 
IRAK-1 in dessen Aktivierungsregion, was zur Autophosphorylierung von IRAK-1 führt und zur 
Bindung von TRAF6 (Li et al. 2002). TRAF6 autoubiquitiniert sich mit Lysin63-verbundenen 
Ubiquitinketten und die „TGF-β-activated kinase 1“ (TAK1)-bindende Proteine (TAB) 2 und 3 
können binden (Xia et al. 2009). Der gesamte Komplex besteht anschließend aus TRAF6, TAK1 
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und TAB1, TAB2 oder TAB3. TRAF3 ist ebenfalls an den Komplex gebunden und wird von den 
E3-Ubiquitin Ligasen „Cellular Inhibitor of Apoptosis“ (cIAP) 1 und 2 mit Lysin48-verbundenen 
Ubiquitinketten ubiquitiniert (Tseng et al. 2010). TRAF3 wird daraufhin proteasomal abgebaut 
und der Komplex aus TRAF6, TAK1 und den TAB-Proteinen diffundiert in das Zytoplasma 
(Tseng et al. 2010). 
TAK1 wird durch Autophosphorylierung aktiviert (Xia et al. 2009). Die Kinase ist wichtig für die 
Signalweiterleitung im TLR4-Signalweg. Zum einen aktiviert sie „Mitogen-activated protein 
kinases“ (MAPK) durch Phosphorylierung von MAP-Kinase-Kinase (MKK)6, welche wiederum 
den c-Jun N-terminale Kinase (JNK)- und den p38 Kinase-Signalweg aktiviert (Wang et al. 
2001). Zum anderen phosphoryliert TAK1 den „Inhibitor of κB“ (IκB)-Kinase Komplex (IKK) 
(Wang et al. 2001). Der IKK-Komplex besteht aus IKKα, IKKβ und dem „NF-κB essential 
modulator“ (NEMO). TAK1 phosphoryliert IKKβ an zwei Serinresten (Wang et al. 2001). IKKβ 
phosphoryliert daraufhin IκB. IκB wird anschließend mit Lysin48-verbundenen Ubiquitinketten 
ubiquitiniert und proteasomal abgebaut (Hacker und Karin 2006). Der „nuclear factor kappa light 
chain gene enhancer in B cells“ (NF-κB) wird freigesetzt, kann in den Zellkern diffundieren und 
die Transkription von Zielgenen induzieren (Hacker und Karin 2006). Zu den Zielgenen vom 
MyD88-abhängigen Signalweg zählen die pro-inflammatorischen Zytokine IL-1β, IL-6 und 
Tumornekrosefaktor (TNF)-α (Kawai et al. 1999) und das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 
(Sabat et al. 2010). 
1.2.2.2. Der TRIF-abhängige Signalweg 
Nach der Aktivierung des MyD88-abhängigen Signalweges wird der TLR4-Rezeptorkomplex 
endozytiert (Kagan et al. 2008). Anschließend ist der Rezeptorkomplex im frühen Endosom 
lokalisiert und der TIR-Domäne enthaltene Adapter „TRIF-related adaptor molecule“ (TRAM) 
kann binden (Kagan et al. 2008). Das Adapterprotein TRIF bindet an TRAM (Kagan et al. 2008) 
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und aktiviert zwei Signalwege. Zum einen ist TRIF-verantwortlich für die späte NF-κB-
Aktivierung und zum anderen wird der „Interferon Regulatory Factor-3“ (IRF-3) aktiviert. 
Für die Aktivierung von NF-κB interagiert TRIF mit dem „Receptor interacting protein-1“ (RIP1) 
und dem „TNF receptor type-1 associated DD“ (TRADD) (Ostuni et al. 2010). RIP1 wird über 
Lysin63-verbundene Ubiquitinketten ubiquitiniert, bindet an TAB2/TAB3 und aktiviert die Kinase 
TAK1, welche wiederum NF-κB aktiviert (Ostuni et al. 2010). 
TRIF interagiert außerdem mit TRAF3 (Hacker et al. 2006). TRAF3 wird möglicherweise mit 
Hilfe der E2 Ligase „Ubiquitin-conjugating enzyme” (Ubc)13 autoubiquitiniert, (Tseng et al. 
2010) und interagiert mit weiteren Adapterproteinen, wie dem „TRAF family associated NF-κB 
activator“ (TANK), dem „NAK-associated protein 1“ (NAP1), dem „similar to NAP1 TBK1 
adaptor“ (SINTBAD) und/oder NEMO (Ostuni et al. 2010). Schlussendlich werden die mit den 
IKK verwandten Kinasen „TANK-binding kinase-1“ (TBK1) und IKKε rekrutiert und aktiviert. Sie 
phosphorylieren den Transkriptionsfaktor IRF3 (Fitzgerald et al. 2003), welcher dann in den 
Zellkern wandert und dort die Transkription von Zielgenen aktiviert. Dabei ist vor allem die 
Induktion von IFN-β durch IRF3 von Bedeutung (Nagarajan 2011). IFN-β wirkt auto- und 
parakrin und kann z.B. die Expression von Oberflächenmolekülen wie CD40, CD80 und CD86 
induzieren (Hoebe et al. 2003). Weiterhin wurde in TRIF knockout-Mäusen gezeigt, dass der 
TRIF-Signalweg wichtig ist für die  „Regulated upon activation normal T-cell expressed and 
presumably secreted“ (Rantes)-, „Interferon gamma-induced protein 10“ (IP-10)- und „Monocyte 
chemotactic protein“ (MCP)-1-Expression (Yamamoto et al. 2003). 
1.2.2.3. Der Phosphoinositol 3-Kinase (PI3K)-Weg und TLR4 
Phosphoinositol 3-Kinasen (PI3K) katalysieren die Phosphorylierung von Phosphatidyl-
inositolen (Leevers et al. 1999). Aktiviert werden die PI3K durch die Interaktion der „Src-
homology 2“ (SH2)-Domäne mit Oberflächenrezeptoren. Die durch Stimulation von 
Zelloberflächenrezeptoren induzierte Rekrutierung der PI3K zur Plasmamembran resultiert in 
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der Phosphorylierung von Lipidsubstraten und somit der Entstehung von Phosphatidylinositol-
3,4-bisphosphaten und Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphaten (Leevers et al. 1999; Ojaniemi 
et al. 2003). Diese Lipide wirken als „second messenger“ auf weiter unterhalb im Signalweg 
lokalisierte Kinasen, wie z.B. Akt (Franke et al. 1995). 
Es wird vermutet, dass PI3K auch ein Regulator der TLR-Signalwege ist (Hazeki et al. 2007). 
Wie die TLR die PI3K aktivieren ist bisher nicht abschließend geklärt. Für TLR2 und 3 wurde 
gezeigt, dass die PI3K über phosphorylierte Tyrosinreste direkt zu den Rezeptoren rekrutiert 
werden kann (Arbibe et al. 2000; Sarkar et al. 2004). Weiterhin wurden für MyD88 und TRIF 
Interaktionen mit der PI3K beobachtet (Aksoy et al. 2005; Rhee et al. 2006). PI3K ist aus 
unterschiedlichen katalytischen (p110α, β und δ) und regulatorischen (p85α und β) 
Untereinheiten zusammengesetzt. Es wurde in RAW 264.7-Zellen gezeigt, dass p110β am TLR-
Signalweg beteiligt ist (Hazeki et al. 2007). Die Untersuchung des Einflusses der PI3K auf NO-
Freisetzung zeigt bisher kontroverse Ergebnisse. So wurde in murinen Makrophagen v.a. eine 
Erhöhung der NO-Freisetzung durch den PI3K-Inhibitor Wortmannin und durch „small interfering 
RNA“ (siRNA) gegen PI3Kβ gezeigt und eine Inhibition durch den PI3K-Inhibitor Ly294002 
(Hazeki et al. 2007). 
1.3. IFN-Rezeptor (IFNR)-aktivierte Signalwege 
Zytokinrezeptoren, wie der IFNR, haben größtenteils keine intrinsische Tyrosinkinaseaktivität. 
Stattdessen aktivieren sie nach Ligandenbindung rezeptorassoziierte Tyrosinkinasen wie die 
Janus Kinasen (JAK) (Yu et al. 2009). Nach Rezeptor-Liganden-Interaktion dimerisiert der 
Rezeptor, wodurch die Transphosphorylierung und Aktivierung der gebundenen JAK induziert 
wird. Anschließend phosphorylieren die JAK den Rezeptor. Die Rekrutierung der „Signal 
transducer and activator of transcription“ (STAT)-Transkriptionsfaktoren wird induziert und die 
STAT-Tyrosinreste werden phosphoryliert (Levy und Darnell, Jr. 2002). Die auf diese Weise 
aktivierten STAT bilden antiparallele Homo- oder Heterodimere, wobei die SH2-Domäne des 
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einen STAT das p-Tyrosin des anderen STAT bindet (Schindler et al. 2007). Es kommt zu einer 
Translokation des STAT-Dimers in den Nukleus, wo es als Transkriptionsfaktor an sein 
spezifisches Enhancer-Element bindet (Schindler et al. 2007). Neben der Phosphorylierung am 
Tyrosin 701 kann STAT1 für die maximale Aktivierung außerdem am Serin 727 phosphoryliert 
werden (Schroder et al. 2004). 
1.3.1. Die JAK-STAT-Aktivierung durch IFN-β 
IFN-β gehört zu den Typ I IFN. Der Rezeptorkomplex für Typ I IFN besteht aus zwei Ketten 
IFN-α-Rezeptorkette 1 (IFNAR1) und IFNAR2 (Piehler et al. 2012). Die JAK TYK2 ist konstitutiv 
mit IFNAR1 und JAK1 mit IFNAR2 assoziiert (Piehler et al. 2012). Nach der Aktivierung 
phosphorylieren TYK2 und JAK1 nacheinander den Tyrosin 466-Rest des IFNAR1, den Tyrosin 
660-Rest des STAT2 und den Tyrosin 701-Rest des STAT1 (Ramana et al. 2000). Typ I IFNs 
fördern vorwiegend die Bildung von STAT1-STAT2 Heterodimeren, welche weiterhin mit IRF-9 
assoziieren und somit den „IFN-stimulated Gene Factor-3“ (ISGF-3) bilden (Schindler et al. 
2007). ISGF-3 bindet an den Enhancer „IFN-stimulated response element“ (ISRE) (Schindler et 
al. 2007). ISRE ist in den Promotoren vieler IFN-stimulierten Gene (ISG) lokalisiert (van Boxel-
Dezaire et al. 2006). 
1.3.2. Die JAK-STAT-Aktivierung durch IFN-γ 
IFN-γ ist das einzige Typ II IFN. Der IFN-γ Rezeptor (IFNGR) besteht aus zwei Liganden-
bindenden Ketten IFNGR1, welche mit zwei Signal-weiterleitenden Ketten, IFNGR2, assoziiert 
sind (Schroder et al. 2004). Die JAK JAK1 und JAK2 binden an den Rezeptor und werden 
phosphoryliert (Schroder et al. 2004). JAK1 phosphoryliert daraufhin die Tyrosinreste 440 auf 
jeder IFNGR1-Kette, so dass STAT1 binden kann und am Tyrosin 701 phosphoryliert wird 
(Schroder et al. 2004). STAT1 bildet nun Homodimere und bindet im Nukleus an den „γ-IFN-
activated site“ (GAS)-Enhancer (Schroder et al. 2004). Die Anzahl und Funktion der Gene, 
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deren Expression durch IFN-γ induziert werden, sind vielfältig. Dazu gehören sowohl die 
induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) (MacMicking et al. 1997), als auch IRF-1 
(Taniguchi et al. 1997) und STAT1 (Boehm et al. 1997). 
1.4. Zink 
1.4.1. Zink im menschlichen Körper 
Zink ist ein Übergangsmetall mit der Ordnungszahl 30 und der Oxidationszahl II. Das 
Spurenelement Zink ist sowohl in pflanzlichen als auch in tierischen Nahrungsmitteln enthalten, 
aber die Bioverfügbarkeit aus tierischen Nahrungsmitteln ist besser (Overbeck et al. 2008). Der 
menschliche Körper enthält ca. 2-3 g Zink und ist, da er über keinen Zinkspeicher verfügt, auf 
eine ständige Zufuhr angewiesen (Sandström 2001). Ein Zinkmangel beim Menschen wurde 
zuerst in den 1960er Jahren nachgewiesen (Prasad 2009). Ein manifester Mangel tritt z.B. bei 
der autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung Acrodermatitis enteropathica auf. Dabei 
vermindern Mutationen des Zinktransportproteins Zip4 die Aufnahme von Zink aus der Nahrung, 
so dass nach dem Abstillen die Symptome eines manifesten Zinkmangels wie Dermatitis, 
Haarausfall, Thymusatrophie und Durchfall auftreten (Ackland und Michalczyk 2006). Auch 
Mangelernährung kann einen manifesten Zinkmangel verursachen. Die WHO („World Health 
Organisation“) hat ermittelt, das Zinkmangel in Entwicklungsländern mit hoher Sterblichkeit der 
fünfhöchste Risikofaktor und weltweit der elfthöchste Risikofaktor für einen Verlust an gesunden 
Lebensjahren ist (WHO 2002). Zinkmangel tritt auch sekundär durch verringerte Zinkaufnahme 
bzw. erhöhte Ausscheidung auf. Dies betrifft z.B. Patienten mit Infektionen und entzündlichen 
Erkrankungen, mit chronischen Darmerkrankungen, Diabetes und Niereninsuffizienz (Maret und 
Sandstead 2006). 
Zn2+ ist in mehr als 300 Enzymen enthalten. Darüber hinaus hängt die Struktur vieler Proteine, 
wie z.B. Transkriptionsfaktoren und Replikationsfaktoren, von Zn2+ ab, da das Ion Bestandteil 
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der Zinkfingermotive ist (Andreini et al. 2006; Vallee und Falchuk 1993). Weiterhin ist Zn2+ das 
zweithäufigste Metallion in katalytischen Zentren von Enzymen (Andreini et al. 2008). Dies ist 
durch die Eigenschaften von Zink bedingt: Zn2+ ist redox inert, eine stärkere Lewis-Säure als 
Mg2+ und Ca2+ und kann in Enzymen zum einen die Bildung das angreifenden Nukleophils 
bewirken und zum anderen die Elektrophilität des Substrats erhöhen (Andreini et al. 2008). 
Desweiteren hat Zn2+ regulatorische Aufgaben, wie z.B. bei der Inhibition von Phosphatasen 
(Haase und Maret 2003). Durch seine vielfältigen Funktionen spielt Zn2+ eine wichtige Rolle bei 
oxidativem Stress, bei der Apoptose und Proliferation von Zellen und dadurch bei der 
Immunantwort und der Entstehung von Krankheiten (Chasapis et al. 2012). 
1.4.2. Zink und das Immunsystem 
Zn2+ spielt eine wichtige Rolle bei der Zellteilung. Daher sind vor allem die schnell 
proliferierenden Systeme wie das Immunsystem sowie die Haut von einem Zinkmangel 
betroffen (Rink und Gabriel 2001). T-Zellen benötigen weiterhin das Thymus-spezifische 
Hormon Thymulin. Dieses Hormon reguliert die Reifung und Funktion von T-Zellen, moduliert 
die Ausschüttung von Botenstoffen und beeinflusst zusammen mit IL-2 die Zellteilung der 
zytotoxischen T-Zellen (Hadden 1998; Prasad et al. 1988). Bei einem Zinkmangel ist Thymulin 
vermindert, da Zn2+ ein essentieller Ko-Faktor ist (Hadden 1998; Prasad et al. 1988). Weiterhin 
ist Zn2+ an der Regulation der Apoptose beteiligt (Rink und Gabriel 2000). Durch seinen Einfluss 
auf Zytokine beeinflusst Zn2+ auch Entzündungsprozesse. So wurde z.B. bei gesunden 
Probanden gezeigt, dass Zinksupplementation eine Verminderung der entzündungsfördernden 
Stoffe TNF-α und IL-1β bewirkt (Prasad et al. 2004). 
1.4.3. Zinksignale 
Zinksignale entsprechen einer Konzentrationsveränderung der intrazellular verfügbaren 
Zinkionen, auch freies Zn2+ genannt (Haase und Rink 2009). Das Zn2+ wird durch die 
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Freisetzung verfügbar für Zinkbindungsstellen in Signalproteinen und kann somit die 
Signalweiterleitung verändern, wodurch es regulatorische Funktionen ausübt (Haase und Rink 
2009). Intrazelluläre Zn2+-Konzentrationen werden ebenfalls durch Änderungen der Expression 
von Zinktransportern oder Zn2+-Bindungsproteinen verändert. Dies wird dann als spätes 
Zinksignal bezeichnet (Cousins et al. 2006). So ist z.B. eine langfristige Abnahme der 
intrazellulären Zn2+-Konzentration wichtig für die Reifung von dendritischen Zellen (Kitamura et 
al. 2006) und für die Differenzierung von HL-60-Zellen zu Monozyten (Dubben et al. 2010).  
Die zelluläre Zinkhomöostase wird durch zwei Mechanismen kontrolliert. Zum einen durch die 
Aufnahme und Abgabe des Zn2+ aus der extrazellulären Umgebung und der Verteilung 
zwischen den intrazellulären Kompartimenten (Cousins et al. 2006) und, zum anderen, durch 
reversible, oxidative Freisetzung aus Proteinen, wie z.B. Metallothionein (Maret 2011). Es gibt 
zwei Familien von Zinktransportern. Die ZnT (solute-linked carrier 30 (SLC30A))-
Transporterfamilie besteht aus zehn Mitgliedern und vermindert das zytosolische Zn2+, da sie 
den Transport in die extrazelluläre Umgebung oder in intrazelluläre Vesikel vermittelt (Lichten 
und Cousins 2009). Die Zip (Zrt- and Irt-like proteins (SLC39A))-Transporterfamilie besteht aus 
14 Mitgliedern und vermittelt den Transport aus der extrazellulären Umgebung oder 
intrazellulären Vesikeln in das Zytoplasma (Lichten und Cousins 2009). Tabelle 2 gibt eine 
Übersicht über die Induktion von Zinksignalen in Zellen des Immunsystems. 
Tabelle 2: Die Induktion von Zinksignalen in Zellen des Immunssystems durch verschiedene 
Stimuli und der Einfluss auf Signalwege. 
Zelltyp Stimulus Lokalisierung 
(betroffener 
Signalweg) 
Farbstoff/ 
Messung 
Bemerkungen Referenzen 
T-Zellen 
Thymozyten 
(Kaninchen) 
PMA1 Aus Kern und 
Mitochondrien ins 
Zytosol und 
Mikrosomen 
RFA2  (Csermely et 
al. 1987) 
Jurkat PMA Intrazellulär FluoZin3  (Haase et al. 
2008) 
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CTLL-2 IL-2 Aus Lysosomen ins 
Zytosol (ERK-
Aktivierung) 
FluoZin3 
und Zinquin 
 (Kaltenberg 
et al. 2010) 
Humane CD4+ 
T-Zellen 
TSST3/SEB
4-beladene 
mDCs5 
Von extrazellulär, v.a. 
in das 
subsynaptische 
Kompartiment im 
Zytoplasma 
(Verstärkung des 
TCR6-Signals) 
FluoZin3 ~50% vermindert 
durch Zip6 siRNA 
(Yu et al. 
2011) 
Mastzellen 
Murine KMM7 FcγRI8 Intrazellulär, aus dem 
ER9 (verlängert 
MAPK-Aktivierung 
(ERK+JNK)) 
Newport 
Green DCF 
Induziert durch 
Ca2+-Signal und 
MEK-Aktivierung, 
Vermindert durch 
DTPA10 und TPEN11 
(Yamasaki et 
al. 2007) 
Neutrophile 
Differenzierte 
NB4-Zellen 
und primäre 
Granulozyten 
PMA Intrazellulär 
(Verminderung der 
ROS12-abhängigen 
Signalweiterleitung) 
FluoZin3 Inhibiert durch DPI13 (Hasan et al. 
2013) 
Makrophagen und Monozyten 
Humane 
Monozyten, 
RAW 264.7, 
MonoMac1, 
murine 
Monozyten 
Escherichia 
coli (E.coli) 
LPS 
Pam3CSK4 
TNF 
Insulin 
Intrazellulär 
(Verstärkung NF-κB 
und MAPK-
Aktivierung) 
FluoZin3 Signal auch in 
MyD88 und TRIF 
k.o. Mäusen, Signal 
durch Genistein 
blockiert 
(Haase et al. 
2008) 
THP-1 MCP-1 
PMA 
Intrazellulär (PKC14 
und 
Monozytenadhäsion) 
FluoZin3 Durch ACE15-
Inhibitor vermindert 
(Kojima et al. 
2007) 
HL-60, U-937 PMA Zn2+ im Kern erhöht Zinquin und 
RFA 
Kein Effekt von 
ATRA16 und 1,25-
(OH)2D3, kein 
Anstieg in PKCβ-
defizienten Zellen 
(Glesne et al. 
2006) 
Humane 
Monozyten 
PMA intrazellulär FluoZin3 Inhibiert durch PKC-
Inhibitor 
Bisindolylmaleimid 
II, kein Anstieg in T-
Zellen 
(Haase et al. 
2006) 
1 Phorbol-12-myristat-13-acetat, 2 Röntgenfluoreszenzanalyse, 3 „Toxic shock syndrome toxin“, 
4 Staphylococcus Enterotoxin B, 5 Myeloide dendritische Zellen, 6 „T-cell receptor“, 
7 Knochenmarkmakrophagen, 8 „crystallisable fragment“ (Fc)γ Rezeptor I, 
9 Endoplasmatisches Retikulum, 10 Diethylentriaminpentaessigsäure, 
11 N,N,N´,N´-Tetramethylenthylendiamin, 12 „Reactive oxygen species”, 13 “Diphenylene iodonium”, 
14 Proteinkinase C, 15 „Angiotensin-converting enzyme”, 16 All-trans-Retinsäure 
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1.4.4. Die Wirkungen von Zn2+ auf den TLR4-Signalweg in monozytären 
Zellen 
Zinkionen (0,25 mM ZnSO4 für 48 h) können alleine, ohne weitere Stimulation, die IL-1β-
Freisetzung durch Monozyten induzieren (Driessen et al. 1994). Auch die Effekte von Zinkionen 
auf den TLR4-Signalweg wurden schon mehrfach untersucht. So verändern Zinkionen den 
Temperatur-abhängigen Zustand von multimeren LPS-Clustern in eine festere, gelartige  
Phase, wodurch die TNF-α und IL-β-Induktion erhöht wird (Wellinghausen et al. 1996). 
Weiterhin haben von Bülow et al. 2005 gezeigt, dass Zn2+ in Anwesenheit von Pyrithion 
konzentrationsabhängig verschiedene Effekte auf die LPS-induzierte TNF-α-Ausschüttung hat. 
Bei niedrigen Zn2+-Konzentrationen (1 µM + 50 µM Pyr) erhöhte sich die TNF-α-Ausschüttung, 
wogegen sie bei hohen Zn2+-Konzentrationen sank (25 µM + 50 µM Pyr). Die inhibitorischen 
Effekte von hohen Zn2+-Konzentrationen beruhen auf Veränderungen der Konzentrationen von 
zyklischen Nukleotiden. Erhöhte Zn2+-Konzentrationen inhibieren sowohl die Adenylatzyklasen 
(Klein et al. 2002) als auch Phosphodiesterasen, wodurch die Spiegel an zyklischen 
Guanosinmonophosphaten (cGMP) erhöht werden (von Bülow et al. 2005). cGMP aktiviert dann 
die Proteinkinase A. Diese inaktiviert Raf-1 durch Phosphorylierung am Serin 259, wodurch die 
NF-κB-Aktivität inhibiert wird (von Bülow et al. 2007). 
In MonoMac1-Zellen verdoppelte die zusätzliche Inkubation mit Zn2+/Pyrithion (1 µM/10 µM) zu 
LPS die TNF-α-Produktion (Haase et al. 2008). Wurde wiederum der Chelator TPEN 30 min vor 
der LPS-Stimulation gegeben, reduzierte sich die Ausschüttung von TNF-α, IL-1β und IL-6 aus 
humanen, peripheren mononuklearen Zellen (PBMC) (Haase et al. 2008). TPEN blockierte 
dabei die LPS- und E.coli-induzierte Phosphorylierung der Kinasen p38-MAPK, MEK1/2 und 
ERK1/2. Die Inkubation von Leukozyten mit Zn2+/Pyrithion wiederum induzierte die MAPK-
Phosphorylierung (Haase et al. 2008). Die Ursache ist ein Einfluss der Zinkionen auf die MAPK-
Dephosphorylierung (Haase et al. 2008). Die Inhibition von Phosphatasen durch Zn2+ wurde 
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schon mehrfach gezeigt (Haase und Maret 2003; Maret et al. 1999) und in BEAS-2B-Zellen 
konnte nachgewiesen werden, das Zn2+ die MAPK-Phosphatasen, welche ERK und JNK 
dephosphorylieren, inhibieren kann (Kim et al. 2006). 
Zusätzlich kann TPEN die Aktivierung von NF-κB vermindern (Haase et al. 2008). Zum einen 
wurde gezeigt, dass TPEN die Phosphorylierung von IKKα/β reduziert und zum anderen, dass 
die DNA-Bindungskapazität von NF-κB in intakten Zellen, aber nicht im Lysat vermindert wird, 
wodurch ein Effekt von TPEN auf die NF-κB-Aktivierung vorliegen muss (Haase et al. 2008). 
Außerdem wurde auch schon ein direkter Einfluss von Zinkionen auf die NF-κB-Aktivierung 
gezeigt und für die IKK eine halbmaximale, inhibitorische Dosis ID50 von 8,7 µM ZnSO4 
ermittelt (Jeon et al. 2000). 
Bei den dargestellten Experimenten wurde TPEN kurz vor der LPS-Stimulation zugegeben. 
Wird durch TPEN oder ein Chelex-Medium, in welchem durch die Behandlung mit dem 
Ionenaustauschharz Chelex Zn2+ entfernt wurde, ein längerfristiger Zinkmangel induziert (7 
Tage TPEN/Chelex), hat die Verminderung des intrazellulären Zn2+ einen anderen Effekt. So 
wurde mit HL-60-Zellen ein Anstieg der Zytokinproduktion von IL-1β und TNF-α im Vergleich zu 
Zn2+-suffizientem Medium gezeigt (Wessels et al. 2012). Der Einfluss des längerfristigen 
Zinkmangels beruht hierbei auf einer Chromatin-Umgestaltung der Zytokinpromotoren und 
einem Anstieg der ROS-Produktion, welcher die p38 MAPK-Phosphorylierung beeinflusst 
(Wessels et al. 2012). 
Weiterhin zeigt längere Supplementation mit Zn2+ für 4-10 Tage inhibierende Effekte auf die 
LPS-induzierte NF-κB-Aktivierung und die pro-inflammatorische Zytokinausschüttung durch 
Heraufregulation der Deubiquitinase A20 (Prasad et al. 2004). A20 deubiquitiniert TRAF6, 
wodurch es inaktiviert wird und die NF-κB-Aktivierung vermindert wird. 
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1.5. Stickstoffmonoxid (NO) 
1.5.1. Funktionen von NO 
Stickstoffmonoxid, chemisch NO, ist ein gasförmiges Radikal, welches sowohl wasser- als auch 
fettlöslich ist. Als Radikal ist es sehr reaktiv und kann direkt nach seiner Herstellung mit 
Sauerstoffradikalen weiterreagieren. Dabei entstehen weitere Radikale wie NO2, Anionen wie 
NO2
- und NO3
-, instabile höhere Oxide wie N2O3 und Peroxide wie ONOO
- (MacMicking et al. 
1997). Die Radikale wie Peroxinitrit (ONOO-) können direkt Proteine, Lipide und DNA nitrieren 
oder oxidieren (Hill et al. 2010). NO selber hat verschiedene Funktionen (Hill et al. 2010). Es 
kann gut mit Übergangsmetallen, wie z.B. Fe2+ reagieren. Niedrige NO-Konzentrationen können 
durch die Bindung an das zweiwertige Eisen in der „soluble guanylate cyclase“ (sGC) die 
Bildung von cGMP und damit die Vasodilatation von Endothelzellen induzieren. Weiterhin kann 
es an das Eisen der Hämgruppe in der Cytochrom-c-Oxidase binden und damit die 
Atmungskette in Mitochondrien steuern. Das Thiol von Cysteinen ist ein weiteres Ziel des NO. 
Es können z.B. S-Nitrosothiole gebildet werden und damit können Enzymaktivitäten und 
Signalweiterleitungen verändert werden. 
1.5.2. Synthese von NO 
In Säugetieren wird NO von drei verschiedenen Stickstoffmonoxidsynthasen (NOS) hergestellt. 
Die Enzyme eNOS (endothelial) und nNOS (neuronal) werden konstitutiv exprimiert 
(MacMicking et al. 1997). Sie sind Ca2+-abhängig und produzieren NO-Mengen, welche im 
gesunden Wirt physiologische Funktionen haben. Das dritte Enzym ist die induzierbare iNOS. 
Sie wird hauptsächlich in Monozyten und Makrophagen exprimiert und produziert höhere NO-
Konzentrationen als eNOS und nNOS (MacMicking et al. 1997). Das Enzym wird bei Infektions- 
und Entzündungsreaktionen gebildet und produziert NO bis es abgebaut wird (MacMicking et al. 
1997). 
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Die Herstellung von NO aus L-Arginin besteht aus zwei aufeinander folgenden Monooxygenase 
Reaktionen und verbraucht eineinhalb NADPH (reduziertes Nicotinsäureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat) und zwei Sauerstoffmoleküle (MacMicking et al. 1997). L-Arginin wird 
zuerst zu Nω-OH-L-Arginin und dann zu L-Citrullin und NO umgewandelt. Die Enzyme 
bestehen aus zwei Domänen: einer Oxygenasedomäne in der aminoterminalen Hälfte und einer 
Reduktasedomäne in der carboxyterminalen Domäne. Die NOS produzieren nur NO, wenn sie 
als Homodimere vorliegen. Zusätzlich zu den Ko-Substraten benötigen die Enzyme noch Häm, 
Tetrahydrobiopterin, Calmodulin, Flavinmononukleotid und Flavinadenindinukleotid (MacMicking 
et al. 1997). 
1.5.3. iNOS-Induktion 
Die Bildung der iNOS wird auf Expressionsebene durch transkriptionale und posttranskriptionale 
Mechanismen reguliert (Pautz et al. 2010). Die Induktion der iNOS ist zell- und 
speziesspezifisch. In murinen Zellen wird die iNOS-Bildung durch LPS und Zytokine wie IFN-γ, 
IL-1β, IL-6 und TNF-α induziert (Kleinert et al. 2010). Im Gegensatz dazu benötigen humane 
Zellen für die iNOS-Induktion Zytokinkombinationen, welche IFN-γ, IL-1β und TNF-α beinhalten 
(Kleinert et al. 2010). 
Für die Induktion der iNOS-Expression wird die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-κB 
und STAT benötigt (Farlik et al. 2010). Wie in Absatz 1.2.2 beschrieben, induziert LPS-
Stimulation die NF-κB- und die IRF-3-Aktivierung, welche wiederum die IFN-β-Bildung auslöst. 
Durch die Neutralisation von IFN-β mit einem spezifischen Antikörper (Gao et al. 1998) und in 
Knochenmarkmakrophagen (KMM) von Mäusen, welche Typ-I-IFN-Rezeptor-defizient sind 
(Vadiveloo et al. 2000), wurde gezeigt, dass die auto- und parakrine Aktivierung des JAK-STAT 
Signalweges durch IFN-β essentiell für die iNOS-Bildung ist. Weiterhin erhöht exogenes IFN-β 
die Induktion von iNOS durch LPS (Jacobs und Ignarro 2001). 
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IFN-β aktiviert den JAK-STAT-Signalweg und fördert die Bildung von STAT1-STAT2 
Heterodimeren, welche mit IRF-9 zum ISGF-3 assoziieren und an den ISRE-Enhancer binden 
(Schindler et al. 2007). Sowohl die NF-κB-, als auch die STAT1-Aktivierung werden für die 
Induktion der iNOS benötigt (Farlik et al. 2010). Eine Übersicht ist in Abb. 1 dargestellt. 
 
Abb. 1: Die TLR4-aktivierten Signalwege und die iNOS-Induktion. 
LPS stimuliert den TLR4 und daraufhin wird über den MyD88-abhängigen Signalweg  NF-κB aktiviert und 
die Bildung von Zytokinen wie IL-1β und IL-6 induziert. Im Anschluss wird der TRIF-abhängige Signalweg 
aktiviert und über p-IRF3 die Bildung von IFN-β ausgelöst. IFN-β wiederum aktiviert den JAK-STAT-
Signalweg und zusammen mit NF-κB wird die iNOS-Transkription induziert. 
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2. Zielsetzung 
Die Aktivierung der Makrophagen durch TLR4 induziert über den TRIF- bzw. den MyD88-
abhängigen Signalweg die Bildung von Zytokinen, wie die antiviralen Interferone bzw. die 
entzündungsfördernden Interleukine IL-1β und IL-6 sowie TNF-α. Letztere führen bei 
übermässiger Ausschüttung zu akuten und chronischen Entzündungen. Es ist bekannt, dass die 
Stimulation des TLR4 durch LPS Zinksignale induziert, welche über den MyD88-abhängigen 
Signalweg die Ausschüttung des Zytokins TNF-α erhöhen. Das Ziel dieser Arbeit ist es, die 
Kenntnisse des Einflusses der Zinkionen auf den TRIF-Signalweg zu erweitern. Dafür wird mit 
Hilfe des Zinkchelators TPEN der Einfluss von Zn2+ auf den MyD88- und den TRIF-abhängigen 
TLR4-Signalweg verglichen und die Induktion von proinflammatorischer und antiviraler 
Immunantwort untersucht. 
Die Aktivierung des TRIF-Signalweges ist wichtig für die Bildung des Enzymes iNOS, welches 
in Makrophagen bis zu seiner Degradierung das Radikal NO bildet. Daher soll als Endpunkt in 
der murinen Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 zunächst die LPS-induzierte iNOS-Expression 
sowie die NO-Freisetzung dieses Enzyms abhängig von der intrazellulären Zn2+-Konzentration 
bestimmt werden. 
TLR befinden sich in unterschiedlichen zellulären Kompartimenten und werden durch sehr 
verschiedene Stimuli aktiviert. Trotzdem ähneln sich ihre Signalwege, so dass weiterhin 
untersucht werden soll, ob Zinkionen ebenfalls den Ablauf der Signalwege weiterer TLR 
regulieren. Es soll zum einen die Auslösung von Zinksignalen durch die verschiedenen TLR 
betrachtet werden und exemplarisch an weiteren TLR der allgemeine Einfluss von Zinkionen auf 
die TLR-Signalwege. Weiterhin induziert die Stimulation von Makrophagen mit IFN-γ die Bildung 
der iNOS. Da sich die Auslösung der iNOS-Expression durch den IFN-γ-Rezeptor zu der durch 
die TLR unterscheidet, soll der Einfluss von Zn2+ auf die iNOS-Expression über diese 
verschiedenen Signalwege verglichen werden. 
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3. Material und Methoden 
3.1. Geräte  
• Analysenwaage, 770/GS/GJ (Kern und Sohn, Balingen-Fommern) 
• Bakterien-Inkubator (Memmert, Schwabach) 
• Bio-Imager, LAS 3000 (Fujifilm Lifescience, Düsseldorf)  
• Blot-Transfer-Kammer, Mini-Trans (BioRad Laboratories, München)  
• Brutschrank, 5042E (Heraeus, Osterode)  
• CO2-Inkubator, MCO-17 AIC (Sanyo Fischer, München)  
• Durchflusszytometer, FACScan (Becton-Dickinson, Heidelberg)  
• Elektrophorese-Kammer, Mini-Protean 3 (BioRad Laboratories, München)  
• Elektrophorese-Netzgerät, Power-Pack 300 System (BioRad Laboratories, München)  
• Elektrophorese-Kammer, Mini-Sub Cell GT (BioRad Laboratories, München)  
• ELISA-Reader, Magellan (Tecan, Crailsheim)  
• Fluoreszenzplattenleser Ultra 384 (Tecan, Crailsheim)  
• Folienschweißgerät, Polystar 100 (Rische und Herfurth, Hamburg)  
• Gefrierschrank, -20°C (Bosch, München)  
• Gefrierschrank, -80°C (Sanyo, Gunma, Japan)  
• Kühlschrank, +4 - +8°C (Bosch, München)  
• Laborwaage, 1265MP (Sartorius AG, Göttingen)  
• Magnetrührer, MR3001 (Heidolph, Schwabach)  
• Mikroskop, Diavert (Leitz, Wetzlar) 
• Multipipette, Multipette plus (Eppendorf, Hamburg)  
• pH-Meter, HI9321 (Hanna Instruments, Kehl am Rhein)  
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• Photometer, BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) 
• Pipetten, 0,5-10µl, 10-100µl und 100-1000µl, Research (Eppendorf, Hamburg) 
• Pipettierhilfe, Pipettus akku (Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt)  
• Rollenschüttler, CAT RM 5 (Neolab, Heidelberg) 
• Schüttler HS 250 basic (IKA-Werke, Staufen) 
• Schüttler Titramax (Heidolph, Schwabach) 
• Standzentrifuge, Varifuge 3.0RS (Heraeus, Osterode) 
• Standzentrifuge, Varifuge K (Heraeus, Osterode) 
• Standzentrifuge, Z 400 K (Hermle, Wehingen)  
• Sterile Werkbank, KR-130 und KR-210 (Kojair, Finnland)  
• Taqman-PCR-Gerät, Sequence Detection System AbiPrism 7000 (Applied Biosystems, 
Darmstadt) 
• Step-One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Darmstadt) 
• Thermomixer compact und comfort (Eppendorf, Hamburg)  
• Tischzentrifuge, 5417 R (Eppendorf, Hamburg) 
• Tischzentrifuge, Z 160 M (Hermle, Wehingen) 
• Tischzentrifuge, Z 233 MK-2 (Hermle, Wehingen) 
• Ultraschallgerät, Vibra Cell (Sonics & Materials, Danbury, USA)  
• UV-Cleaner Box, UVC/T (Lab4You, Berlin)  
• Vortex, Reax (Heidolph, Schwabach)  
• Zellzählgerät, Casy 1 TT (Schärfe System, Reutlingen)  
3.2. Laborbedarf  
• Bürker-Kammer mit Deckgläschen (Brandt, Wertheim) 
• Casy cups (Schärfe System, Reutlingen)  
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• Combitips, 1 ml, 2,5 ml, 5 ml und 10 ml (Eppendorf, Hamburg)  
• Einmalküvetten (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Einmalspritzen 25 ml (Terumo, Belgien) 
• Einmalspritzen Ecoject 5 ml (Dispomed, Gelnhausen) 
• FACS-Röhrchen (Sarstedt, Nümbrecht)  
• Falconröhrchen mit Schraubverschluß, 15 ml und 50 ml (Sarstedt, Nümbrecht)  
• Filter 0,22 µm, steril, 33 mm, Millex® GV (Millipore, USA) 
• Filter 0,22 µm, steril, 4 mm, Millex® GV (Millipore, USA) 
• Filterpapier 3MM (Whatman, Dassel)  
• Frischhaltefolie (wechselnde Hersteller) 
• Gel Blotting Papier GB003 (Schleicher und Schuell, Dassel) 
• Gelkämme, 10 und 15 Zähne (BioRad Laboratories, München)  
• Glasplatten, Outer Glass PLT W/1.5mm, M-P 3 (BioRad Laboratories, München)  
• Glasplatten, Short Plates, M-P 3 (BioRad Laboratories, München)  
• Klebefolien, Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems, Darmstadt) 
• Kryoröhrchen (Nunc, Dänemark) 
• Küvette, 10 x 4 x 45 cm, Polystyrol (Sarstedt, Nümbrecht) 
• Latex Einmalhandschuhe (wechselnde Firmen)  
• MicroAmp 8-Tube Stripe (0,2 ml) (Applied Biosystems, Darmstadt) 
• MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems, Darmstadt) 
• MicroAmp Fast Reaction Tubes (Applied Biosystems, Darmstadt) 
• MicroAmp Optical 8-Cap Strip (Applied Biosystems, Darmstadt) 
• Minicon B15 clinical sample concentrator (Millipore, USA) 
• Nitrozellulosemembran, 0,45 µm, 162-0115 (BioRad Laboratories, München)  
• Pasteurpipette 230 mm (Brand, Wertheim) 
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• Pipettenspitzen, 100-1000 µl (Eppendorf, Hamburg)  
• Pipettenspitzen, 1-10 µl und 10-100 µl (Sarstedt, Nümbrecht)  
• Pipettenspitzen, steril, gestopft, 1-10 µl, 10-100 µl und 100-1000 µl (Biozym, Oldendorf  
• PPN-Röhrchen mit Verschlußkappe, steril, 5 ml (Sarstedt, Nümbrecht)  
• Reaktionsgefäße, 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml (Sarstedt, Nümbrecht)  
• Reaktionsplatten, MicroAmp Optical 96-Loch (Applied Biosystems, Darmstadt)  
• Schlauchfolie, PE, 0,2 mm (VWR International, Darmstadt)  
• Schwammkissen, 8 x 11 cm (BioRad Laboratories, München)  
• Serologische Auslaufpipetten, 5, 10 und 25 ml (Greiner, Solingen)  
• UV-Einmalküvetten, UVette 220-1600 nm (Eppendorf, Hamburg)  
• Zellkulturflasche, Nunclon Surface, 25 cm2 und 75 cm² (Nunc, Langenselbold)  
• Zellkulturplatte, 6-, 12-, 24-, 48- und 96-Loch (Becton Dickinson, Heidelberg)  
• Zellkulturschale, 100 x 20 mm (Sarstedt, Nümbrecht)  
• Zellschaber, 25 cm (Sarstedt, Nümbrecht) 
3.3. Zellkulturmedien und Zusätze  
• FCS, „Fetal calf serum“ (PAA, Cölbe)  
• Kulturmedium RPMI 1640 ohne L-Glutamin (Lonza, Köln)  
• Kulturmedium DMEM 4,5 g/L Glukose (Lonza, Köln)  
• L-Glutamin, 200 mM (Lonza, Köln)  
• Penicillin/Streptomycin je 10.000 U/ml (Lonza, Köln)  
• Nicht-essentielle Aminosäuren (Lonza, Köln) 
• PBS, Dulbecco´s Phosphate buffered Saline ohne Ca2+ und Mg2+ (Lonza, Köln)  
3.4. Stimulanzien und Inhibitoren  
• 1400W, sc-3564 (Santa Cruz Biotechnology, USA) 
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• DMSO, Dimethylsulfoxid (Merck, Darmstadt)  
• Flagellin (Invivogen, USA) 
• FSL-1 (Invivogen, USA) 
• HKLM (Invivogen, USA) 
• IFN-γ (ImmunoTools, Friesoythe) 
• Imiquimod (Invivogen, USA) 
• LPS E.coli K12 (Invivogen, USA) 
• LPS, Lipopolysaccharid aus E. coli, Serotyp O111:B4 (Sigma-Aldrich, Steinheim)  
• Ly294002 (Cell Signaling Technology, Frankfurt am Main) 
• ODN1826 (Invivogen, USA) 
• Pam3CSK4 (Invivogen, USA) 
• Poly I:C (Invivogen, USA) 
• SMT, „S-Methylisothiourea Sulfate“ (Santa Cruz Biotechnology) 
• ssRNA40 (Invivogen, USA) 
• 4,5,6,7-Tetrabromobenzotriazol, TBB (Tocris Bioscience, UK) 
• Wortmannin (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• ZnSO4 x 7 H2O, Zinksulfat Heptahydrat (Merck, Darmstadt) 
 
3.5. Antikörper (AK) 
3.5.1. Antikörper für Western Blots 
• Kaninchen-anti-Histon H3-AK, ab1791 (Abcam, Cambridge, UK) 
• Kaninchen-anti-iNOS-AK, 2977S (Cell Signaling Technology, Frankfurt am Main) 
• Kaninchen-anti-IRF3-AK, 4302 (Cell Signaling Technology, Frankfurt am Main) 
• Kaninchen-anti-maus-β-Aktin-AK, 4967L (Cell Signaling Technology, Frankfurt am Main) 
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• Kaninchen-anti-NF-κB p65-AK, sc-372 (Santa Cruz Biotechnologie, USA) 
• Kaninchen-anti-phospho-IRF3-AK, Ser396, 4947 (Cell Signaling Technology, Frankfurt 
am Main) 
• Kaninchen-anti-STAT1-AK, 9172 (Cell Signaling Technology, Frankfurt am Main) 
• Kaninchen-anti-phospho-STAT1-AK, S727, 9177S (Cell Signaling Technology, Frankfurt 
am Main) 
• Kaninchen-anti-phospho-STAT1-AK, T701, 9171S (Cell Signaling Technology, Frankfurt 
am Main) 
• Kaninchen-anti-TRAF3-AK, C20, sc-949 (Santa Cruz Biotechnologie, USA) 
• Ziege-anti-Biotin-Sekundärantikörper, HRP-konjugiert, 7075 (Cell Signaling, Frankfurt 
am Main) 
• Ziege-anti-Kaninchen-Sekundärantikörper, HRP-konjugiert, 7074S (Cell Signaling, 
Frankfurt am Main)  
3.5.2. Antikörper für die Durchflusszytometrie 
• Anti-CD16/CD32-blockierender AK, 553141 (BD Pharmigen, Heidelberg) 
• Anti-TLR4 PE-konjugierter AK, klon MTS510, 558294 (BD Pharmigen, Heidelberg) 
• PE Ratte IgG2a,κ Isotypkontrolle-AK, 553930 (BD Pharmigen, Heidelberg) 
3.6. Kommerziell erhältliche Test-Kits 
• ImmunoPure IgG Protein G Purification Kit mit Säule, Bindungspuffer und Elutionspuffer 
(Pierce, Thermo Scientific, USA) 
• ImmunoPure Immobilized Protein G (Pierce, Thermo Scientific, USA) 
• qScript cDNA Synthesis Kit (Quanta Bioscience/VWR International GmbH, Darmstadt) 
• BD OptEIATM Set Mouse TNF, Chargennr. 06879 (BD Pharmingen Bioscience, USA) 
• TMB Substrate Reagent Set (BD Pharmingen Bioscience, USA) 
Material und Methoden  25 
 
 
3.7. Sonstige Reagenzien  
• Acrylamid/Bisacrylamid, 30%ige Lösung (Sigma-Aldrich, Steinheim)  
• APS, Ammoniumpersulfat (BioRad Laboratories, München)  
• Aqua ad injectabilia (Braun, Melsungen)  
• Aqua bidest. (Universitätsklinikum Aachen) 
• Aqua braun/Spüllösung (Delta Select, Dreieich)  
• Biocoll, Ficoll 1.077 g/ml (Biochrom, Berlin) 
• Biorad Protein Assay-Farbstoff Reagenz (BioRad Laboratories, München) 
• Biotinylierte Proteinleiter (Cell Signaling, Frankfurt am Main)  
• Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt) 
• Bromphenolblau (Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• BSA, „Bovine serum albumin“ (Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim)  
• CaCl2, Calciumchlorid (Sigma-Aldrich, Steinheim)  
• Chelex 100, Natrium-Form, trocken (Sigma-Aldrich, Steinheim)  
• Chloroform (Merck, Darmstadt)  
• DEPC, Diethylpyrocarbonat (Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• EDTA, Ethylendiamintetraacetat (Merck, Darmstadt) 
• EGTA, Ethylenglycol-bis(beta-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetat (Sigma-Aldrich, 
Steinheim)  
• Essigsäure, 100% (Applichem, Darmstadt) 
• Ethanol, 70% vergällt (Universitätsklinikum Aachen)  
• Ethanol, absolut (VWR International GmbH, Darmstadt) 
• FluoZin-3 Acetoxymethylester (AM), zellpermeabel (Invitrogen, Darmstadt)  
• Glukose Monohydrat (Merck, Darmstadt) 
• Glycerin (Roth, Karlsruhe) 
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• Glycin (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• H2SO4, Schwefelsäure, 1 M (Merck, Darmstadt) 
• HCl, Salzsäure, 1 M (Merck, Darmstadt) 
• Hefeextrakt (BD Pharmigen, Heidelberg) 
• Heparin Sodium 5000, 0,2 ml (Ratiopharm, Ulm) 
• HEPES Puffer (BioWhittaker, Heidelberg) 
• Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• Isopropanol (Merck, Darmstadt) 
• KCl, Kaliumchlorid (Merck, Darmstadt) 
• 20X LumiGLO Reagenz und 20X Peroxid (Cell Signaling, Frankfurt am Main)  
• Magermilchpulver (Saliter, Obergrünzburg) 
• Methanol (VWR International GmbH, Darmstadt) 
• MgCl2, Magnesiumchlorid (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• MTT, 3-(4,5-Dimethyltiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid (Sigma-Aldrich, 
Steinheim) 
• Na3VO4, Natriumvanadat (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• NaCl, Natriumchlorid (Applichem, Darmstadt)  
• NaH2PO4 x 2 H2O, Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat (Merck, Darmstadt) 
• NaOH, Natronlauge (Merck, Darmstadt) 
• NaPyr, Natriumpyrithion (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• NaN3, Natriumazid (Merck, Darmstadt) 
• NED, N-(1-Naphthyl)ethylendiamin Dihydrochlorid (Riedel-de Haën, Sigma-Aldrich, 
Steinheim) 
• C15H17ClN4, Neutralrot (Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• H3PO4, Phosphorsäure 89% (Merck, Darmstadt) 
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• Ponceau-S-Lösung (Applichem, Darmstadt) 
• Rinder Immunglobulin G (IgG) (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• SDS, Natriumdodecylsulfat (Merck, Darmstadt)  
• Sulfanilamid (Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim) 
• TEMED, N,N,N´,N´-Tetramethylenthylendiamin (Sigma-Aldrich, Steinheim)  
• TPEN, N,N,N´,N´-tetrakis-(2-pyridyl-methyl)ethylenediamine (Sigma-Aldrich, Steinheim)  
• Tris-Base, Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Merck, Darmstadt) 
• Tris-HCl, Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid (Merck, Darmstadt) 
• TRIzol® Reagenz (Ambion Life Techologies, USA) 
• Trypanblau, 0,4% (Sigma-Aldrich, Steinheim)  
• Trypton-Wasser (Oxoid, Thermo Scientific, UK) 
• Tween 20 (Merck, Darmstadt) 
• ZinPyr1 (Santa Cruz Biotechnologie, USA) 
• ZnSO4 x 7H2O, Zinksulfat Heptahydrat (Merck, Darmstadt)  
• β-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt) 
3.8. Die Kultur von Zelllinien und die Isolierung primärer Zellen 
3.8.1. Die Kultivierung der Zelllinien 
Sämtliche Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Das zugesetzte fötale Kälberserum 
(FCS, 10%) wurde zuvor bei 56°C für 30 min inaktiviert. Die Medien enthielten weiterhin 2 mM 
L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 U/ml Streptomycin. Regelmäßig wurden die Zellen 
mikroskopisch auf Vitalität und Kontamination kontrolliert und, wie in Tabelle 3 beschrieben, in 
frisches Medium umgesetzt. 
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Tabelle 3: Verwendete Zelllinien, Kulturmedien und -bedingungen. 
Zelllinie Medium Umsetzen 
RAW 264.71 (murine Makrophagen) RPMI 1640 
+10% FCS 
+ 2 mM L-Glutamin 
+ 100 U/ml Penicillin 
+ 100 U/ml Streptomycin 
Alle 3-4 Tage 1:10 
L9291 (murine Fibroblasten) Alle 3-4 Tage 1:40-1:24 
7FD32 (Hybridom-Zelllinie) Alle 3-4 Tage 1:20 
3T3/IFN-β2 (transfizierte Zelllinie, 
Produktion von murinem IFN-β) 
DMEM 
+10% FCS 
+ 2 mM L-Glutamin 
+ 100 U/ml Penicillin 
+ 100 U/ml Streptomycin 
Alle 3-4 Tage 1:10 
293T/IFN-β2 (transfizierte Zelllinie, 
Produktion von murinem IFN-β) 
Alle 7 Tage 1:5 
1 Von der American Type Culture Collection, Manassas, USA 
2 Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. Dr. Zawatzky, Deutsches Krebsforschungszentrum 
Heidelberg 
3.8.2. Das Einfrieren von Zelllinien 
Prinzip: 
Um die Zelllinien über längere Zeiträume zu lagern, wurden sie zum Schutz vor Seneszenz, 
Kontamination und genetischen Verschiebungen eingefroren (Phelan 2007). Zur Verhinderung 
vor Frost- und Zellschäden durch Eiskristallbildung wurde 10% DMSO zugesetzt und die Zellen 
schrittweise eingefroren. 
Reagenzien: 
• DMSO 
• FCS 
Durchführung: 
• Die Zellen wurden für 3 Tage in 75 cm2 Zellkulturflaschen ausgesät und inkubiert. 
• Anschließend wurden die Zellen gezählt, 5 min mit 300 g zentrifugiert und mit der 
Konzentration 1 x 107/ml in FCS mit 10% DMSO aufgenommen. 
• Je 1 ml der Zellsuspension wurde in Kryo-Röhrchen überführt und über Nacht bei -80°C 
eingefroren. 
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• Am nächsten Tag wurden die Zellen in flüssigen Stickstoff überführt. 
3.8.3. Das Auftauen von Zelllinien 
Reagenzien: 
• Das jeweilige Kulturmedium mit Zusätzen 
• FCS 
Durchführung: 
• Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut. 
• 10 ml Zellkulturmedium wurde in einem 15 ml Falconröhrchen vorgelegt und die 
aufgetauten Zellen wurden tröpfchenweise zugegeben. 
• Die Zellen wurden für 10 min bei 300 g zentrifugiert, der Überstand abgehoben und das 
Pellet in 10 ml frischem Medium vorsichtig resuspendiert. 
• 1 ml FCS in wurde in einer 25 cm2 Zellkulturflasche vorgelegt und die resuspendierten 
Zellen dazugegeben. 
• Die Zellen wurden im Brutschrank inkubiert und regelmäßig kontrolliert. 
• Gut angewachsene Zellen wurden mindestens 2 Wochen unter den normalen 
Bedingungen kultiviert, bevor sie in Experimenten eingesetzt wurden. 
3.8.4. Die Isolierung und Differenzierung muriner KMM 
Prinzip: 
Für die Untersuchung einer homogenen Population von Primärzellen, können Makrophagen, 
welche aus unreifen Vorläuferzellen aus dem Knochenmark differenziert werden, verwendet 
werden (Fortier und Falk 2001). Die Knochenmarkzellen werden geerntet und mit Überständen 
von L929-Zellen differenziert. Die Entfernung nicht adhärenter Zellen erlaubt den 
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Vorläuferzellen sich anzureichern und unter dem Einfluss des M-CSF aus dem L929-Überstand 
zu Monozyten zu differenzieren (Fortier und Falk 2001). 
Reagenzien: 
• 70% Ethanol 
• PBS 
• KM-Kulturmedium (RPMI 1640-Medium mit 18% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml 
Penicillin, 100 U/ml Streptomycin, 1 mM nicht-essentielle Aminosäuren und 20% steril-
filtrierter L929-Zellkulturüberstand (3.8.7)) 
Durchführung: 
• In einer Zellkulturschale wurden 5 ml PBS vorgelegt. 
• Die Mäuse wurden durch Genickbruch getötet und mit 70%igem Ethanol gereinigt. 
• Nach Freilegung und Entnahme der Femora wurden diese in dem PBS 
zwischengelagert. 
• Es wurden erneut 5 ml PBS in einer Zellkulturschale vorgelegt, beide Knochenenden 
entfernt und die Knochenmarkzellen mit einer Einmalspritze und Kanüle mit PBS 
herausgespült. 
• Die Zellen wurden resuspendiert, in ein 15 ml Falconröhrchen überführt und 10 min bei 
300 g pelletiert. 
• Das Pellet wurde in 10 ml Medium aufgenommen und die Zellzahl am Casy bestimmt. 
• Die Zellen wurden auf 3 x 105 Zellen/ml eingestellt und für 4 Tage à 20 ml in 75 cm2 
Zellkulturflaschen inkubiert. 
• Nach 4 Tagen wurden 10 ml frisches Medium zugegeben und die Zellen weitere 3 Tage 
inkubiert. 
• Nach insgesamt 7 Tagen wurde der Überstand durch 20 ml frisches Medium ersetzt und 
die Zellen einen weiteren Tag inkubiert. 
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• Die Knochenmarkmakrophagen konnten jetzt für Stimulationen eingesetzt werden. 
3.8.5. Die Isolierung primärer, humaner Monozyten 
Prinzip: 
Monozyten adhärieren an Plastikoberflächen und können aus PBMC aufgrund ihrer Adhärenz 
isoliert werden. PBMC bestehen aus den Leukozyten des Blutes mit rundem Nukleus, somit aus 
Lymphozyten und Monozyten. Die Zellen haben eine geringere Dichte im Vergleich zu 
Granulozyten, was ihre Isolierung per Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation ermöglicht. Nach 
der Zentrifugation befinden sich die PBMC aufgrund ihrer Dichte in der Interphase oberhalb des 
Ficolls und können gezielt abgenommen werden. Nach 24 h Inkubation in Zellkulturschalen 
werden die nicht-adhärenten Zellen entfernt und die adhärenten Monozyten können für die 
Zinkmessungen (3.12) verwendet werden. 
Reagenzien: 
• Zellkulturmedium (RPMI 1640, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 
100 U/ml Streptomycin) 
• Heparin (25000 U/ml) 
• Ficoll (Dichte 1,077 g/ml) 
• Vollblut 
Durchführung: 
• 50 ml heparinisiertes Vollblut (50U Heparin/ml) wurden 1:2 mit PBS verdünnt. 
• Je 25 ml verdünntes Vollblut wurden vorsichtig auf 25 ml Ficoll pipettiert und der 
Gradient wurde für 20 min bei 600 g und Raumtemperatur zentrifugiert. 
• Die Interphase, welche die PBMC enthält, wurde vorsichtig abgehoben, in PBS 
aufgenommen und durch 5 min Zentrifugation bei 300 g pelletiert. 
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• Die PBMC wurden zweimal mit PBS gewaschen, auf 2 x 106 Zellen/ml eingestellt und in 
Zellkulturmedium aufgenommen. 
• Je 10 ml der Zellkultursuspension wurden für 24 h bei 37°C und 5% CO2 in 
Zellkulturschalen inkubiert. 
• Die nicht-adhärenten Zellen wurden durch das Abnehmen des Mediums entfernt und die 
adhärenten Zellen wurden zweimal mit Medium gewaschen. 
• Die Monozyten wurden durch Abschaben gelöst, in ein 15 ml Falconröhrchen überführt 
und 10 min bei 300 g zentrifugiert. 
• Anschließend wurden die Zellen in Zellkulturmedium aufgenommen, gezählt und 
entsprechend der weiteren Verwendung ausgesät. 
3.8.6. Die Herstellung von Zn2+-freiem Medium mittels Chelex 100  
Prinzip: 
Das Ionenaustauscherharz Chelex 100 bindet über Iminodiacetat-Gruppen divalente Kationen 
und kann so Zink und andere zweiwertige Metallionen aus Flüssigkeiten entfernen (Van Grieken 
et al. 1977). 
Reagenzien: 
• Chelex 100 Beads  
• MgCl2 
• CaCl2 
• ZnSO4  
• A. bidest. 
• Zellkulturmedium (RPMI 1640, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 
100 U/ml Streptomycin) 
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Durchführung:  
• In einem 50 ml Falconröhrchen wurden pro ml zu behandelndem Medium 50 mg Chelex 
100 Beads abgewogen und zweimal mit je 5 ml A. bidest. für 5 min auf dem 
Rollenschüttler gewaschen.  
• Mit Hilfe einer dünnen Glaspipette wurde die Flüssigkeit zwischen den Waschschritten 
vollständig entfernt.  
• Im Anschluss wurden 50 ml des zu behandelnden Normalmediums zugegeben und für 
1 h auf dem Rollenschüttler inkubiert. 
• Das Normalmedium wurde anschließend vorsichtig von den Beads abgehoben.  
• Da außer Zn2+ ebenfalls Mg2+ und Ca2+ entfernt wurden, wurden dem Medium 
anschließend 500 µM CaCl2 und 400 µM MgCl2 zugegeben.  
• Ein für Kontrollversuche benötigtes, zinkhaltiges Medium wurde durch die zusätzliche  
Zugabe von 10 µM ZnSO4 hergestellt. 
• Vor der weiteren Verwendung wurde das Medium steril filtriert. 
3.8.7. Die Herstellung von L929-Zellkulturüberständen 
Prinzip: 
L929-Zellen produzieren „Macrophage Colony Stimulating Factor“ (M-CSF) (Ladner et al. 1988), 
welcher das Wachstum von aus dem Knochenmark-isolierten Makrophagen unterstützt. 
Reagenzien: 
• Zellkulturmedium (RPMI, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 U/ml 
Streptomycin) 
Durchführung: 
• Die L929-Zellen wurden unter normalen Kulturbedingungen inkubiert (3.8.1). 
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• Nach 3-4 Tagen wurde der Überstand abgehoben und bei -20°C eingefroren. 
• Der chargenweise eingefrorene Überstand wurde vermischt, steril filtriert und für die 
murine KMM-Differenzierung (3.8.4) verwendet. 
3.9. IFN-β-Herstellung und Aktivitätsbestimmung 
3.9.1. Die Herstellung von IFN-β-Zellkulturüberständen 
Prinzip: 
Die stabil-transfizierten Zelllinien 3T3/IFN-β und 293T/IFN-β produzieren IFN-β. Die 
Zellüberstände der beiden Zellkulturen wurden abzentrifugiert und der Überstand steril-filtriert 
um zellfreie, IFN-β-haltige Überstände zu erhalten. 
Reagenzien: 
• Zellkulturmedium (DMEM, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 U/ml 
Streptomycin) 
Durchführung: 
• Die 293T/IFN-β - oder 3T3/IFN-β -Zellen wurden unter normalen Kulturbedingungen 
inkubiert (3.8.1). 
• Der Überstand wurde abgehoben und 5 min bei 600 g zentrifugiert. 
• Anschließend wurde der Überstand steril filtriert, aliquotiert und bei -80°C eingefroren. 
• Zur Verwendung wurde der Überstand jeweils nur einmal aufgetaut. 
• Im IFN-β Bioassay wurde die Aktivität des in den Überständen enthaltenen IFN-β 
ermittelt (s. 3.9.2) 
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3.9.2. IFN-β Bioassay 
Prinzip: 
Im IFN-β Bioassay wurde untersucht, bei welchen Verdünnungen IFN-β die IFN-β-sensitive 
Zelllinie L929 vor Lyse durch das Encephalomyocarditis Virus (EMCV) schützt. Bei diesem 
Assay schützt 1 Unit IFN-β/ml zu 50% vor dem zytotoxischen Effekt der Viren. 
Reagenzien: 
• Normalmedium (RPMI 1640, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 U/ml 
Streptomycin) 
• Virusmedium (RPMI 1640, 1% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 U/ml 
Streptomycin) 
• PBS 
• EMCV-Virusstock 
Durchführung: 
• Der Assay wurde in Dreifachbestimmung durchgeführt. 
• 3x105 L929-Zellen/ml wurden mit 100 µl/ml auf einer 96-Lochplatte ausgesät und für 3-
4 h bei 37°C im Brutschrank kultiviert. Anschließend wurde die Adhärenz mikroskopisch 
kontrolliert. 
• Die IFN-β-Überstände wurden in Abhängigkeit von der Zelllinie 1:10 (293T/IFN-β) und 
1:2 (3T3/IFN-β) verdünnt. Als Kontrolle wurden die L929-Zellen ohne IFN-β und EMCV, 
L929-Zellen nur mit dem verdünntem IFN-β-Überstand ohne EMCV und L929-Zellen nur 
mit EMCV inkubiert. 
• Aus jeweils drei Vertiefungen der 96-Lochplatte wurde der Überstand komplett 
abgehoben und 100 µl der verdünnten IFN-β-Überstände (s.o.) zugegeben. Zu den 
nächsten drei Vertiefungen wurden 100 µl der verdünnten IFN-β-Überstände zugegeben 
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und durch Aufziehen und Ablassen mit der Pipette mit dem vorhandenen 
Zellkulturmedium gut vermischt. Abschließend wurden je 100 µl entnommen und in die 
nächsten drei Vertiefungen überführt. So wurden die Überstände bis zu einer 
Verdünnung von 1:2048 durchtitriert. 
• Die Zellen wurden für 24 h inkubiert. 
• Anschließend wurden die Zellen dreimal mit 200 µl PBS gewaschen. Der EMCV-
Virusüberstand wurde 1:40 in Virusmedium verdünnt und 100 µl/Vertiefung auf die Platte 
gegeben. 
• Die Virus-infizierten Zellen wurden für 24 h inkubiert und die Zelllyse mittels MTT-Assay 
bestimmt (3.14.2). 
• Die im MTT-Assay ermittelten Ergebnisse zur Zytotoxizität wurden auf die Kontrolle („nur 
IFN-β“) normalisiert und der jeweilige Titer logarithmiert. Eine nicht-lineare 
Regressionsgerade wurde über die Daten gelegt und die IFN-β-Verdünnung mit 
halbmaximalem Effekt (ED50) mittels der GraphPad Prism-Software (GraphPad 
Software, La Jolla, CA, USA) bestimmt. 
3.10. IFN-β-Antikörper 
3.10.1. Antikörperaufreinigung 
Prinzip: 
Der monoklonale Antikörper für murines IFN-β wurde aus Zellkulturüberständen der Hybridom-
Zellinie 7FD3 hergestellt. Die Zellen wurden dafür wie in Zawatzky et al. beschrieben kultiviert 
(Zawatzky et al. 1991). Der serumfreie Überstand wurde mit dem ImmunoPure Protein G 
Purification Kit aufgrund der Wechselwirkung des IgG1-Ratten-Antikörpers mit Protein G auf der 
Säule aufgereinigt. 
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Reagenzien: 
• Normalmedium (RPMI 1640, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 U/ml 
Streptomycin) 
• Serumfreies Kulturmedium (RPMI 1640, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 U/ml 
Streptomycin) 
• A. bidest 
• ImmunoPure IgG Protein G Purification Kit mit Säule, Bindungspuffer und Elutionspuffer 
• 2 ml ImmunoPure Immobilized Protein G 
• 1 M Tris-Base, pH 7,5 
• Storage Buffer: A bidest. mit 0,02% Natriumazid 
Durchführung: 
• Die 7FD3-Zellen wurden unter normalen Zellkulturbedingungen (3.8.1) ausgesät und bei 
37°C und 5% CO2 bis zur Konfluenz inkubiert. 
• Der Überstand wurde abgehoben, die Zellen in serumfreiem Kulturmedium 
aufgenommen und für weitere 4 Tage inkubiert. 
• Im Anschluss wurde der Überstand abgehoben und 10 min bei 300 g zentrifugiert. 
• Der Überstand wurde steril filtriert und bis zur Aufreinigung bei -20°C eingefroren. 
• Von ca. 60 ml aufgetauten Überstand wurden etwa 50 ml Überstand  mit dem Minicon 
B15 Concentrator 25fach aufkonzentriert und in dem restlichem, nicht aufkonzentrierten 
Überstand aufgenommen, so dass am Ende insgesamt 10 ml des konzentrierten 
Überstandes eingesetzt werden konnten. 
• Der aufkonzentrierte Überstand wurde über Nacht bei 4°C gelagert. 
• A. bidest. wurde mit einer Wasserstrahlpumpe für die weitere Verwendung entgast. 
• Die Säule wurde nach Herstellervorgaben mit 2 ml Gel beladen und bei 4°C gelagert. 
• Alle Reagenzien wurden auf Raumtemperatur gebracht. 
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• A. bidest bzw. der Storage Buffer wurde von der Säule entfernt und 5 ml Bindungspuffer 
wurden über die Säule laufen gelassen. 
• Die 10 ml aufkonzentrierter Überstand wurden mit 10 ml Bindungspuffer vermischt und 
auf die Säule gegeben. 
• Die Säule wurde zweimal mit 5 ml Bindungspuffer gewaschen. 
• Zur Elution von 7 Fraktionen wurden zweimal nacheinander je 3,5 ml Elutionspuffer auf 
die Säule gegeben. 
• In sieben 1 ml Reaktionsgefäßen wurden jeweils 100 µl Tris-Puffer vorgelegt und 
nacheinander mit dem Eluat auf 1 ml aufgefüllt und vermischt. 
• Im Bradford-Assay (3.10.2) konnte die Antikörperkonzentration mit IgG als Standard 
bestimmt werden. 
• Der aufgereinigte Antikörper wurde steril-filtriert und bei -20° eingefroren. 
3.10.2. Bradford-Assay 
Prinzip: 
Die Proteinkonzentration wird durch Bindung der Proteine an den Farbstoff Coomassie Brilliant 
Blue G-250 bestimmt, dessen Absorptionsmaximum nach Proteinbindung von 465 auf 595 nm 
wechselt. 
Reagenzien: 
• Bio-Rad Protein Assay-Farbstoff Reagenz 
• 1 mg/ml IgG 
• A. bidest 
Durchführung: 
• Es wurde ein Leerwert erstellt. Dafür wurden 200 µl Farbstoff-Reagenz in 800 µl H2O 
gegeben.  
Material und Methoden  39 
 
 
• Es wurde wie in Tabelle 4 dargestellt eine Standardreihe erstellt. 
Tabelle 4: Standardreihe für den Mikro-Bradford-Assay. 
IgG-Konzentration 1 µg/ml 2,5 µg/ml 5 µg/ml 10 µg/ml 15 µg/ml 25 µg/ml 
Farbstoff-Reagenz (µl) 200 200 200 200 200 200 
H2O (µl) 799 797,5 795 790 785 775 
IgG-Lösung (µl) 1 2,5 5 10 15 25 
• Die Proben wurden 1:200 in H2O und 200 µl Farbstoff-Reagenz verdünnt. 
•  Alle Ansätze wurden homogenisiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert  
• Die Extinktion wurde bei 595 nm am Photometer bestimmt. 
• Unter Hinzunahme der Standardreihe wurden die IgG-Konzentrationen bestimmt. 
3.11. Griess-Assay 
Prinzip: 
Der Griess-Assay dient dem Nachweis von Nitrit, einem Stoffwechselprodukt des NO-Radikals. 
Bei saurem pH bildet Nitrit mit dem Sulfanilamid ein Diazoniumsalz, welches anschließend an 
das N-(1-Naphthyl)ethylendiamin Dihydrochlorid (NED) gekoppelt wird (Ignarro et al. 1987). Das 
Produkt hat eine intensive Farbe, welche sich photometrisch bestimmen lässt. 
Reagenzien: 
• Normalmedium (RPMI 1640, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 U/ml 
Streptomycin) 
• 1%ige Sulfanilamid-Lösung in A. bidest. mit 5% Phosphorsäure 
• 0,1%ige NED-Lösung in A. bidest. 
• 50 µM NaNO2-Lsg. in Zellkulturmedium, frisch angesetzt 
Durchführung: 
• 5 x 105 Zellen/ml wurden in einer 48-Lochplatte mit 200 µl/Vertiefung ausgesät und 24 h 
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 
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• Die Zellen wurden entsprechend der jeweiligen Ansätze stimuliert und für weitere 24 h 
bei 37°C inkubiert. 
• Aus Natriumnitrit wurde in Doppelbestimmung eine Standardreihe auf einer 96-
Lochplatte mit den Nitritkonzentrationen: 0 µM, 0,78 µM, 1,56 µM, 3,13 µM, 6,25 µM, 
12,5 µM, 25 µM, 50 µM erstellt. 
• Je Ansatz wurden 2 x 50 µl der Überstände der stimulierten Zellen auf die 96-Lochplatte 
überführt. 
• 50 µl der 1%igen Sulfanilamid-Lösung wurden zugegeben und die Ansätze 10 min bei 
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. 
• Anschließend wurden 50 µl der 0,1%igen NED-Lösung zugegeben und die Ansätze 
erneut 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. 
• Die Extinktion wurde am ELISA-Reader bei 520 nm und der Referenzwellenlänge 
612 nm gemessen und die Nitritkonzentrationen mit Hilfe der Standardreihe bestimmt. 
3.12. Bakterienkultur für den Griess-Assay 
Reagenzien: 
• LB-Medium (10 g/l Trypton-Wasser, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l Natriumchlorid, pH 7,5, 
autoklaviert) 
Durchführung: 
• 50 ml LB-Medium wurde mit 50 µl E.coli BL21-Glycerinstock angeimpft und für 3 h bei 
37°C und 170 Umdrehungen/min inkubiert. 
• Die Bakterien wurden auf 1 x 106 Zellen/ml eingestellt und durch Erhitzung für 10 min bei 
95°C abgetötet und eingefroren. 
• Für den Griess-Assay (3.11) wurde das dem Ansatz entsprechende Volumen an 
Bakteriensuspension für 5 min bei 10.000 g zentrifugiert und der Überstand komplett 
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abgehoben. Von der 48-Lochplatte für den Griess-Assay wurden je Ansatz 100 µl 
Überstand in das Gefäß mit dem Bakterienpellet überführt, das Pellet gelöst und die 
Suspension zurück in die Vertiefung auf der 48-Lochplatte überführt. 
3.13. Intrazelluläre Zinkmessungen 
Prinzip: 
Die Konzentration freier Zinkionen wurde intrazellulär mit Hilfe der Zn2+-sensitiven 
Fluoreszenzsonde FluoZin-3AM bestimmt (Haase et al. 2006). FluoZin-3AM diffundiert frei 
durch die Plasmamembran der Zellen. Intrazellulär generieren Esterasen freie 
Carboxylgruppen, welche die Polarität der Sonde erhöhen und damit die Diffusion aus der Zelle 
verhindern. Durch die Bindung von Zinkionen, jedoch nicht von Calciumionen, fluoresziert die 
Sonde. Die Fluoreszenzintensität kann im ELISA-Reader ermittelt werden. Um die 
Autofluoreszenz zu berücksichtigen, wird ein Kontrollansatz mit 50 µM des Zinkchelators TPEN 
(Fmin) angesetzt. Die vollständige Sättigung der Sonde wird durch Inkubation der Zellen mit 
100 µM ZnSO4 und 50 µM des Ionophors Natriumpyrithion (Fmax) bestimmt. 
Unter Berücksichtigung der Dissoziationskonstante KD des Zink/FluoZin3AM-Komplexes von 
8,9 nM (Krezel und Maret 2006) kann die intrazelluläre Zn2+-Konzentration bestimmt werden: 
  = 	 
 −  − 	 (Grynkiewicz et al. 1985) 
Eine weitere Messung wurde mit der ebenfalls zellmembranpermeablen Fluoreszenzsonde 
ZinPyr1 durchgeführt und die Zn2+-abhängige Fluoreszenz als relative Einheit bestimmt. 
Reagenzien:  
• Inkubationspuffer (5 mM Glukose, 1 mM MgCl2, 1 mM NaH2PO4, 1,3 mM CaCl2, 120 mM 
NaCl, 25 mM Hepes, 5,4 mM KCl, 0,3% BSA, pH 7,35) 
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• Messpuffer (5 mM Glukose, 1 mM MgCl2, 1 mM NaH2PO4, 1,3 mM CaCl2, 120 mM NaCl, 
25 mM Hepes, 5,4 mM KCl, pH 7,35) 
• FluoZin-3AM (1 mM in DMSO)  
• ZinPyr1 (5 mM in DMSO) 
• ZnSO4 (100 mM)  
• Natriumpyrithion (50 mM)  
• TPEN (2 mM) 
• Pam3CSK4 
• HKLM 
• Poly I:C 
• LPS E.coli K12 
• Flagellin 
• FSL-1 
• Imiquimod 
• ssRNA40 
• ODN1826 
Durchführung:  
• Alle Ansätze wurden dreifach angesetzt. 
• Die auf 96-Lochplatten ausgesäten Zellen wurden einmal mit 100 µl Inkubationspuffer 
gewaschen. 
• FluoZin-3AM wurde auf 1 µM und ZinPyr1 auf 5 µM in Inkubationspuffer verdünnt und in 
jede Vertiefung wurden je 50 µl der verdünnten Farbstoffe gegeben. 
• Zur Aufnahme des Farbstoffes wurden die Zellen 30 min bei 37°C inkubiert. 
• Die Zellen wurden mit 150 µl Messpuffer gewaschen und im Anschluss in 100 µl 
Messpuffer aufgenommen. 
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• Für die Vorinkubation wurden zu je drei Ansätzen 50 µM TPEN oder 100/50 µM Zn/Pyr 
gegeben und die Ansätze wurden für 30 min bei 37°C inkubiert. 
• Zuerst wurde mit Hilfe des auf 37°C geheizten ELISA-Reader die Basislinie bestimmt. 
Dafür wurden 5 Messungen alle 2 min ausgeführt. 
• Die Zellen wurden mit den in Tabelle 5 dargestellten Konzentrationen von TLR-Liganden 
stimuliert und daraufhin wurden sofort alle 2 min insgesamt 25 Messungen durchgeführt. 
• Die intrazellulären Konzentrationen von Zinkionen wurden mit der angegebenen Formel 
berechnet. 
Tabelle 5: Einsatz der Stimulanzien für die intrazellulären Zinkmessungen 
Substanzen TLR Konzentrationen/Verdünnung 
Pam3CSK4 1/2 1 µg/ml 
HKLM 2 1 x 108 Zellen/ml 
Poly I:C 3 10 µg/ml 
LPS E.coli K12 4 10 µg/ml 
Flagellin 5 1 µg/ml 
FSL-1 6/2 1 µg/ml 
Imiquimod 7 10 µg/ml 
ssRNA40 7 (murin), 8 (human) 1 µg/ml 
ODN1826 9 10 µg/ml 
3.14. Toxizitätstests 
3.14.1. Neutralrot-Assay 
Prinzip: 
Die Zytotoxizität der Stimulanzien wird anhand der Aufnahme des Farbstoffs Neutralrot in die 
Lysosomen lebensfähiger, unverletzter Zellen ermittelt (Borenfreund et al. 1988). 
Reagenzien: 
• Normalmedium (RPMI 1640, 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 U/ml 
Streptomycin) 
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• Neutralrot-Stammlösung (0,4 g Neutralrot in 100 ml A.dest, steril filtriert) 
• Neutralrot-Gebrauchslösung (0,8%ige Verdünnung der Stammlösung in Normalmedium) 
• Essigsaures Ethanol (1 ml konz. Essigsäure in 50 ml A.dest und 50 ml Ethanol) 
• PBS 
Durchführung: 
• 200 µl à 5 x 105 Zellen/ml wurden in einer 48-Lochplatte ausgesät und 24 h bei 37°C 
und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. 
• Die Zellen wurden für die entsprechenden Ansätze stimuliert und weitere 24 h inkubiert.  
• Der Überstand wurde entfernt, 300 µl Neutralrot-Gebrauchslösung zugegeben und die 
Ansätze für 3 h im Brutschrank inkubiert. 
• Nachdem die Zellen mit PBS gewaschen wurden, wurde 300 µl essigsaures Ethanol 
zugegeben und die Zellen für 15 min auf dem Schüttler aufgeschlossen. 
• Die Extinktion wurde bei 540 nm und der Referenzwellenlänge 612 nm gemessen. 
3.14.2. MTT-Assay 
Prinzip: 
Mit dem MTT-Assay kann sowohl die Proliferation von Zellen als auch Zytotoxizität bestimmt 
werden (Mosmann 1983). Das gelbe Tetrazoliumsalz MTT (3-(4,5-Dimethyltiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyl-Tetrazoliumbromid) wird nur in lebenden Zellen zum violetten Formazan reduziert. 
Das Formazan kann anschließend in Isopropanol gelöst werden und die gebildete Menge über 
seine Absorption bei 570 nm quantifiziert werden. 
Reagenzien: 
• MTT-Lösung (0,5% „weight/volume“ (w/v)) 
• PBS 
• Isopropanol 
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Durchführung: 
• Zu den 100 µl der auf einer 96-Lochplatte inkubierten Zellen (3.9.2) wurden 10 µl der 
0,5%igen MTT-Lösung zugegeben und die Zellen bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
• Im Mikroskop wurde regelmäßig die Bildung von Formazan-Kristallen überprüft. 
• Nach der Bildung der ersten zellübergreifenden Kristalle wurden die Zellen mit 200 µl 
PBS gewaschen. 
• Das Formazan wurde durch Zugabe von 100 µl Isopropanol zu den Zellen und 15 min 
Inkubation auf einem Schüttler gelöst. 
• Abschließend wurde die Extinktion bei 570 nm und der Referenzwellenlänge 700 nm 
bestimmt.  
3.15. Western Blot 
3.15.1. Probenaufarbeitung 
Prinzip: 
Die Zellen werden durch das Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) und Sonifikation lysiert. 
Die Proteine im Lysat werden durch SDS denaturiert und die noch bestehenden Disulfidbrücken 
durch β-Mercaptoethanol und Aufkochen getrennt. 
Reagenzien:  
• Probenpuffer (62,5 mM TrisHCl (pH 6,8), 27% Glycerin, 2% (w/v) SDS, 0,01% (w/v) 
Bromphenolblau, 1 mM Na3VO4, 1% „volume/volume“ (v/v) β-Mercaptoethanol)  
Durchführung:  
• 5x105 Zellen wurden für 5 min bei 300 g und Raumtemperatur zentrifugiert. 
• Das Zellpellet wurde in 100 µl Probenpuffer aufgenommen, auf Eis sonifiziert (10s, 
Pulsfunktion, Output control 5, 50% duty cycle) und für 3 min bei 95°C gekocht. 
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• Im Anschluss wurden die Proben bei –20°C gelagert.  
3.15.2. Kernisolierung 
Prinzip: 
Die Zellen werden durch Homogenisierung mit dem Detergens Igepal CA-630 lysiert. Durch 
Zentrifugation mit niedriger Geschwindigkeit wurden die Kerne aufgrund ihrer Größe und Dichte 
separiert. Als Marker für die Kerne wurden beim Western Blotting Antikörper gegen das Histon 
H3 eingesetzt. 
Reagenzien: 
• Kern-Lysepuffer (10 mM Tris-HCl (pH 7,4), 15 mM NaCl, 60 mM KCl, 0,5% Igepal, 1 mM 
EDTA, 1 mM EGTA) 
Durchführung: 
• 5x106 Zellen wurden in ein 15 ml Falconröhrchen aufgenommen für 5 min bei 300 g 
zentrifugiert und das Pellet in 2 ml 4°C-kaltem Kern-Lysepuffer aufgenommen. 
• Die Suspension wurde gevortext, 5 min bei 4°C inkubiert und 5 min bei 4°C und 600 g 
zentrifugiert. 
• Die Zellkerne befinden sich im Pellet und wurden wie (3.15.1) beschrieben in 100 µl 
Probenpuffer aufgenommen und weiterbehandelt. 
3.15.3. Diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid 
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Prinzip: 
Bei der SDS-PAGE werden denaturierte Proteine in der Gelmatrix nach ihrem Molekulargewicht 
aufgetrennt. Das SDS im Probenpuffer lagert sich an die Proteine an und gibt ihnen eine 
negative Ladung, so dass die Proteine durchs Gel zur Anode wandern. Die Gelmatrix wird 
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durch die radikalische Polymersierung des monomeren Acrylamids gebildet. Abhängig von der 
Konzentration des Acrylamids entstehen feinere oder größere Poren, durch welche die Proteine 
wandern. Größere Moleküle werden länger zurückgehalten, wodurch eine Auftrennung nach 
dem Molekulargewicht erfolgt.  
Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE wandern die Proteine zuerst durch das Sammelgel mit 
großer Porengröße. Sie stapeln sich zwischen den schneller wandernden Chlorid-Ionen aus 
dem Sammelgel und den langsameren Glycinionen aus dem Elektrophoresepuffer. Bevor die 
Proteine ins Trenngel einwandern findet somit eine Aufkonzentration statt, wodurch schärfere 
Proteinbanden entstehen. Im Puffer des Trenngels löst sich der Proteinstapel auf und wird nach 
der Molekülgröße aufgetrennt. Nach der Gelelektrophorese werden die Proteine auf eine 
Nitrozellulosemembran übertragen („geblottet“) und mit Hilfe spezifischer Antikörper 
nachgewiesen. 
Reagenzien:  
• A. dest.  
• APS (10% in A. dest.)  
• 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 
• 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8)  
• Elektrophorese-Puffer (25 mM Tris-Base, 200 mM Glycin, 0,1% SDS, pH 8,3)  
• Acrylamid/bis-Acrylamid (AA-Lösung, 30%)  
• TEMED  
• biotinylierter Molekulargewichtsmarker (Proteinleiter)  
• Probenpuffer (s. 3.15.1) 
Durchführung:  
• Die Glasplatten wurden gesäubert und in die Gießhalterung eingesetzt. 
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• Alle Trenngelkomponenten wurden gemischt (Tabelle 6), luftblasenfrei zwischen die 
Glasplatten pipettiert und mit A. dest überschichtet. 14%ige Trenngele wurden 
ausschließlich für die Auftrennung von Ansätzen verwendet, in denen im Anschluss das 
Histon H3 nachgewiesen wurde. 
Tabelle 6: Trenn- und Sammelgele 
 Trenngele  Sammelgel 
10% 14% 4% 
A. dest. 3,66 ml 2,46 ml A.dest 2,08 ml 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 2,34 ml 2,34 ml 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 910 µl 
Acrylamid 3 ml 4,2 ml Acrylamid 466,5 µl 
APS 90 µl 90 µl APS 35 µl 
TEMED 20 µl 20 µl TEMED 7,8 µl 
 
• Das Trenngel war nach 30 min auspolymerisiert und das A. dest wurde entfernt. 
Anschließend wurden die Bestandteile des 4%igen Sammelgels gemischt (Tabelle 6) 
und damit das Trenngel überschichtet. 
• Ein Kamm (10 oder 15 Kammervertiefungen) wurde eingesetzt und das Gel erneut für 
mindestens 30 min zum Auspolymerisieren stehen gelassen. 
• Nach dem vollständigen Auspolymerisieren wurde das Gel in die Gelkammer überführt 
und der Kamm vorsichtig entfernt.  
• Die Proteinleiter wurde 1:10 in Probenpuffer verdünnt. Die aufbereiteten Proben 
(s. 3.15.1) wurden aufgetragen bzw. die Zelllysatproben für die Histon H3- und NF-κB-
Nachweise 1:5 mit weiterem Probenpuffer verdünnt und anschließend aufgetragen. 
• Es wurden 10 µl in die Kammervertiefungen eingefüllt. 
• Die Kammer wurde mit Elektrophoresepuffer aufgefüllt und die Proteine im Gel bei 
160 V für ca. 1 h 15 min auf Eis aufgetrennt.   
• Die Gele konnten anschließend für die Western Blot-Analyse (3.15.4) verwendet 
werden.  
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3.15.4. Western Blot-Analyse  
Prinzip: 
Das in der SDS-PAGE (3.15.3) aufgetrennte Proteingemisch in der Polyacrylamidgelmatrix wird 
über ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld (Tank-Blot-System) mittels Western 
Blotting auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Unspezifische Bindungsstellen auf der 
Membran werden anschließend mit Magermilchpulver abgeblockt und im Anschluss werden die 
Proteine mit Hilfe spezifischer Antikörper detektiert. Die gebundenen primären Antikörper 
werden über die Umsetzung eines Substrates (LumiGLO-Lösung) durch die an den sekundären 
Antikörper-gekoppelte HRP (Horseradish Peroxidase) nachgewiesen. Das entstehende 
Intermediat aus der HRP-Reaktion kann mittels Chemilumineszenz nachgewiesen werden. 
Reagenzien: 
• Transferpuffer (25 mM Tris-Base, 0,2 M Glycin, 20% Methanol, pH 8,5)  
• Ponceau S-Solution  
• 10x „Tris-buffered saline“ (TBS, 0,2 M Tris-Base, 1,4 M NaCl, pH 7,6) 
• TBS-T-Puffer (1x TBS, 0,1% Tween-20)  
• Blocking-Puffer (TBS-T, 5% (w/v) Magermilchpulver)  
• Primärantikörper-Lösung (1:1000 (Histon H3: 1:20000) in TBS-T, 5% (w/v) BSA)  
• Sekundärantikörper-Lösung (TBS-T, 5% (w/v) Magermilchpulver, HRP-konjugierter 
Sekundärantikörper (1:2000), HRP-konjugierter Anti-Biotin-Antikörper (1:1000))  
• Detektionslösung (pro Membran: 0,25 ml LumiGlo-Reagenz (20x), 0,25 ml LumiGlo 
Peroxid (20x), 4,5 ml A. bidest.)  
Durchführung: 
• Die Nitrozellulosemembran und die Blotting-Papiere wurden in Transferpuffer 
angefeuchtet und das Blot-Sandwich zusammengebaut: Auf einem Schwammkissen 
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und einem Blotting-Papier wurde das SDS-Gel platziert, mit der Nitrozellulosemembran 
bedeckt und darauf wiederum ein Blotting-Papier und ein Schwammkissen gelegt. 
• Dieses Sandwich wurde in das Blot-Modul eingesetzt, ein Rührmagnet und eine 
Kühleinheit hinzugefügt und der Transferpuffer eingefüllt.  
• Es wurde für 1 h bei 100 V unter Rühren geblottet.  
• Zur Überprüfung der gleichmäßigen Übertragung der Proteine auf die Membran wurde 
die Membran 5 min in Ponceau-Lösung gefärbt und in deionisiertem Wasser 
gewaschen, so dass die Proteine in Form von roten Banden sichtbar sind. Zur 
vollständigen Entfärbung wurde die Membran für 10 min in TBS-T geschwenkt.  
• Die Nitrozellulosemembran wurde für 1h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C 
in 25 ml Blocking-Puffer geschwenkt, um unspezifische Bindungen des primären 
Antikörpers zu vermeiden.  
• Die Membran wurde dreimal für 5 min in TBS-T unter Schwenken gewaschen und 
anschließend für 3 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C unter Schwenken in 
der Primärantikörper-Lösung inkubiert. 
• Die Membran wurde erneut dreimal mit TBS-T gewaschen und für 1 h bei 
Raumtemperatur mit der Sekundärantikörper-Lösung unter Schwenken inkubiert. 
• Nach erneutem, dreimaligem Waschen mit TBS-T wurde die Membran für die 
nachfolgende Detektion für 1 min in die frisch angesetzte LumiGLO-Substratlösung 
gelegt. 
• Im Anschluss erfolgt die Entwicklung mit dem LAS 3000. 
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3.16. RNA-Bestimmung mit Real-Time PCR 
3.16.1. RNA-Isolierung 
Prinzip: 
Die RNA wurden nach der Methode von Chomczynski und Sacchi mit einer Mischung aus 
Phenol, Guanidiniumthiocyanat und Chloroform extrahiert (Chomczynski und Sacchi 1987). 
Guanidiniumthiocyanat denaturiert Proteine und ist ein starker Inhibitor von Ribonukleasen. Zur 
Präzipitation der RNA wird Isopropanol zugegeben. Die Proben werden mit 75% Ethanol + 
25% Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser, welches ebenfalls Ribonukleasen hemmt, 
gewaschen und in RNase-freiem Wasser gelöst. 
Reagenzien: 
• Trizol®-Reagent 
• Chloroform 
• Isoropanol 
• DEPC-Wasser (0,01% DEPC in A. bidest., über Nacht gerührt und autoklaviert) 
• 75%iges Ethanol in DEPC-Wasser 
• RNase freies Wasser (A. braun) 
Durchführung: 
• 5x105 Zellen wurden in 1 ml Trizol® aufgenommen, homogenisiert und bei -80°C bis zur 
weiteren Aufreinigung eingefroren. 
• Zu den vollständig aufgetauten Proben wurden 200 µl Chloroform gegeben. Sie wurden 
für 15 sek kräftig geschüttelt, 2-3 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und 15 min 
bei 12000 g und 4°C zentrifugiert. 
• Die obere, wässrige Phase wurde abgehoben und in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt. 
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• Es wurden 500 µl Isopropanol zugegeben, geschwenkt, 10 min stehen gelassen und für 
10 min bei 12000 g und 4°C zentrifugiert. Die RNA befand sich jetzt im Pellet. 
• Der Überstand wurde abgehoben und das Pellet mit 75%igem Ethanol durch 
Zentrifugation bei 7500 g, 4°C für 5 min gewaschen. 
• Der Überstand wurde abgehoben und das Reaktionsgefäß offen stehen gelassen, so 
dass das restliche Ethanol verdunsten kann. 
• Die RNA wurde in 15 µl RNase freies Wasser aufgenommen, gut resuspendiert und für 
10 min bei 57°C inkubiert. 
• Anschließend wurden die RNA-Proben auf Eis gestellt und die RNA-Konzentration 
bestimmt (3.16.2). 
3.16.2. Bestimmung des RNA-Gehaltes  
Prinzip: 
Durch spektralphotometrische Messung der optischen Dichte lässt sich sowohl die Menge als 
auch die Reinheit der zuvor isolierten RNA quantifizieren. Proteine weisen bei einer 
Wellenlänge von 280 nm ein Maximum ihrer Lichtabsorption auf, wohingegen sich das 
Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren bei einer Wellenlänge von 260 nm befindet. Die 
absolute Extinktion der Lösung gegen Wasser bei 260 nm ist nach dem Lambert-Beer-Gesetz 
linear vom RNA-Gehalt abhängig. Bei der Messung in Wasser entspricht die Extinktion von 
1 Unit bei 260 nm einer RNA-Konzentration von 40 µg/ml. Der Quotient der Extinktionswerte bei 
260 und 280 nm sollte zwischen 1,6 und 2,0 liegen und ist ein Maß für die Kontamination der 
Probe mit Protein. 
Reagenzien: 
• RNase freies Wasser (A. braun) 
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Durchführung:  
• In einer UV-Küvette wurden 98 µl RNase-freies Wasser vorgelegt, 2 µl isolierte RNA 
zugegeben und die Extinktion ermittelt. 
• Dabei wurde die Konzentration wie folgt bestimmt: 
Konzentration (µg/ml) = V x 40 x WLA 
(V = Verdünnungsfaktor; WLA = Extinktion bei 260 nm). 
3.16.3. Reverse Transkription (cDNA-Synthese)  
Prinzip: 
Zum Umschreiben der isolierten mRNA in „complementary DNA“ (cDNA) werden zum 
RNA-Template das Enzym Reverse Transkriptase und ein 5x qScript Reaction Mix zugegeben. 
Der 5x Mix ist eine konzentrierte Mischung aus Puffer, Magnesium, Primern und Nukleotiden. 
Neben den zufällig ausgewählten hexameren Primern enthält der Mix auch oligo dT-Primer 
(12-18 Nukleotide lange Thymidinoligomere), die komplementär zum PolyA-Schwanz am 
3´-Ende der mRNA sind. Zusammen mit dem PolyA-Schwanz bilden sie einen DNA/RNA-
Doppelstrang, an welchem sich die Reverse Transkriptase anlagern kann und welcher somit als 
Ausgangspunkt zur Synthese der cDNA dient. 
Reagenzien: 
• qScript cDNA Synthesis Kit 
Durchführung:  
Tabelle 7: Pipettierschema für das Umschreiben der mRNA in cDNA. 
Reagenzien Volumen 
5x qScript Reaction Mix 4 µl 
qScript Reverse Transcriptase 1µl 
RNase-freies Wasser 15 - x µl 
RNA-Template (1 µg) x µl 
Gesamtvolumen 20 µl 
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• Pro Ansatz wurde 1 µg RNA in 15 µl RNase-freiem Wasser und die in Tabelle 7 
dargestellten Volumen aus dem qScript cDNA Synthesis Kit eingesetzt.  
• Die Ansätze wurden gemäß Tabelle 8 inkubiert.  
• Die umgeschriebene cDNA wurde bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.  
Tabelle 8: Temperaturprofil für das Umschreiben der mRNA in cDNA. 
Temperatur Zeit (min) 
25°C 5 
42°C 45 
85°C 5 
Auf Eis 5 
 
3.16.4. Real-Time PCR  
Prinzip: 
In der Polymerasekettenreaktion (PCR) wird mit Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase und 
spezifischen Primern in vitro eine große Menge einer definierten DNA-Sequenz erzeugt. Diese 
bis zu millionenfache Amplifikation wird durch einen dreistufigen, zyklischen Prozess erreicht: 
Denaturierung, Anlagerung, Polymerisierung. Bei der so genannten „real-time“ (RT)-PCR kann 
die exponentielle Amplifikation über Einlagerung eines Fluoreszenzreporters in die 
doppelsträngige DNA/cDNA verfolgt werden. Der Reporter wird über eine Halogen-Lampe 
angeregt und seine Fluoreszenz gemessen. Dabei wird ein sogenannter CT-Wert (cycle 
threshold) bestimmt, der als diejenige Zyklusnummer definiert ist, in der die Fluoreszenz-
Emission einen bestimmten, frei wählbaren Schwellenwert übersteigt. Mit der ∆∆CT-Methode 
können dann die relativen Unterschiede in der Expression des Zielgenes bestimmt werden. 
Zuerst wird dafür der CT-Wert des Zielgenes zum Referenzgen, welches in den Zellen 
unabhängig von der Behandlung immer gleich stark exprimiert wird, normalisiert. 
∆CT = CT (Zielgen) - CT (Referenzgen) 
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Als nächstes wird der ∆CT-Wert der verschiedenen Ansätze zur jeweiligen Kontrolle 
normalisiert. 
∆∆CT (Ansatz) = ∆CT (Ansatz) - ∆CT (jeweilige Kontrolle) 
Abschließend wird die normalisierte Expressionsrate errechnet. 
Normalisierte Expressionsrate = 2-∆∆CT 
Reagenzien: 
• SYBR Green QPCR Master Mix 
• RNase freies Wasser (A. braun) 
• Primer (2 µM in RNase freiem Wassern), Sequenzen siehe Tabelle 9 
Tabelle 9: Primersequenzen RT-PCR 
Name des Gens Sense-Primer Antisense-Primer 
iNOS 5‘-GGCAGCCTGTGAGACCTTTG-3‘ 5‘-GCATTGGAAGTGAAGCGTTTC-3‘ 
β-Aktin 5‘- CGTGCGTGACATCAAAGAGA-3‘ 5‘-CCATACCCAAGAAGGAAGGC-3‘ 
Rantes  5‘-CTCACCATCATCCTCACTGC-3‘ 5‘-TCGAGTGACAAACACGACTG-3‘ 
IP-10 5‘-TGCCGTCATTTTCTGCCTC-3‘ 5‘-TCGTGGCAATGATCTCAACA-3‘ 
MCP-1 5‘-TCAGCCAGATGCAGTTAACG-3‘ 5‘-TCTGGACCCATTCCTTCTTG-3‘ 
IFN-α 5‘-AGTGATGAGCTACTGGTCAAC-3‘ 5‘-TGATGCTGTGGAAGTATATCCT-3‘ 
IFN-β 5‘-CTCTCCATCAACTATAAGCA-3‘ 5‘-CTTTCAAATGCAGTAGATTC-3‘ 
CD40 5‘-CCTTCTTCTTCTCACTAGAAA-3‘ 5‘-ATTACAGATTTATTTAGCCAGT-3‘ 
CD80 5‘-CTCTACGACTTCACAATGTT-3‘ 5‘-TTGATAGTCTCTCTGTCAGC-3‘ 
CD86 5‘-CTCTACGACTTCACAATGTT-3‘ 5‘-TTGATAGTCTCTCTGTCAGC-3‘ 
IL-1β 5‘-AGTCAGGGTTCTTCCGTTAG-3‘ : 5‘-ACCTGTAAGGAGTGACACCA-3‘ 
IL-6 5‘-AGTTTTCCACCGTAAAGTGT-3‘ 5‘-CGTCTCAAGGGGTTGACCAT-3‘ 
IL-10 5‘-GGATTTAGAGACTTGCTCTT-3‘ 5‘-GTTTTAGCTTTTCATTTTGA-3‘ 
STAT1  5‘-TGCCGTGGAGCCCTACACGA-3‘ 5‘-GCTCCATCGGTTCTGGTGCTTCC-3‘ 
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Durchführung:  
• In einem Reaktionsgefäß wurde auf Eis für jedes Primerpaar ein Mastermix erstellt, 
bestehend aus den in Tabelle 10 aufgelisteten Volumina pro Ansatz, multipliziert mit der 
Anzahl der zu untersuchenden Proben plus eins. 
Tabelle 10: Pipettierschema für RT-PCR je Ansatz 
Reagenzien Volumen 
Mastermix 
RNase freies Wasser 8 µl 
SYBR Green Master Mix 12,5 µl 
Primer, vorwärts 1,25 µl 
Primer, rückwärts 1,25 µl 
cDNA 2 µl 
Gesamtvolumen 25 µl 
 
• Je Ansatz wurden zweimal 23 µl des Mastermix in MicroAmp Fast Reaction 
Tubes/MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plates vorgelegt und jeweils 2 µl cDNA 
zugefügt. 
• Die Gefäße wurden verschlossen und die RT-PCR mit dem passenden Temperaturprofil 
gestartet (Tabelle 11). 
• Zur Auswertung mit der ∆∆CT-Methode wurde β-Aktin als Referenzgen verwendet und 
daher jeweils mitgemessen.  
Tabelle 11: Temperaturprofile für die verschiedenen Primerpaare 
 Temperatur Zeit Zyklen Primerpaare 
1 
95°C 15 min 1 
iNOS, STAT1, β-Aktin 95°C 30 sek. 
40 
58°C 30 sek. 
2 
95°C 15 min 1 
Rantes, IP-10, MCP-1, 
IL-1β, IL-6, IL-10, 
IFN-α, IFN-β, CD40, 
CD80, CD86, β-Aktin 
95°C 30 sek. 
40 56°C 1 min 
72°C 1 min 
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3.17. Bestimmung der TLR4-Endozytose mit Durchflusszytometrie 
Prinzip: 
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie können Größe und Granularität sowie spezifische 
Oberflächenmoleküle von Zellen dargestellt werden. Die Zellen werden hierzu in einem 
laminaren Probenstrom einzeln an einem Laser (z.B. Argon) vorbeigeleitet (hydrodynamische 
Fokussierung). Passieren die Zellen den Lichtstrahl, kommt es zur Lichtstreuung. Über das 
Beugungsmuster des Lichtes („Forward Scatter“ (FSC)) wird die Größe und über das um 90° 
abgelenkte Licht („Side Scatter“ (SSC)) die Granularität der Zelle bestimmt. Mittels spezifischer, 
fluoreszenzmarkierter Antikörper kann zusätzlich eine Aussage über die von der Zelle 
exprimierten Oberflächenmoleküle getroffen werden. Bei der Fluoreszenzmessung wird für 
jeden Antikörper eine sogenannte Isotypkontrolle mitgeführt. Dabei handelt es sich um einen 
unspezifischen Antikörper vom gleichen Isotyp, der in gleicher Weise fluoreszenzmarkiert ist, 
wie der spezifische Antikörper, jedoch ohne spezifische Bindungseigenschaften für das Antigen. 
Die Fluoreszenz für die Isotypkontrolle liefert ein Maß für die unspezifische Bindung des 
jeweiligen Antikörpers an die zu untersuchende Zelle und muss bei der Auswertung 
berücksichtigt werden. 
Durch die Verminderung der TLR4-Färbung an der Zelloberfläche kann die Internalisierung des 
Rezeptors bestimmt werden (Kagan et al. 2008). Um zu verhindern, dass der TLR4-spezifische 
Antikörper unspezifisch an den Fcγ-Rezeptor der murinen Makrophagen bindet, wurde dieser 
mit einem Anti-Maus CD16/CD32-Antikörper geblockt. Der anschließend zugegebene Maus-
TLR4-spezifische Antikörper ist an den Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin (PE) gekoppelt, 
dessen Emissionsmaximum bei 575 nm liegt. 
Reagenzien: 
• PBS mit 1% FCS 
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• Anti-CD16/CD32-blockierender AK 
• Anti-TLR4 PE-konjugierter AK, Klon MTS510 
• PE Ratte IgG2a,κ Isotypkontrolle-AK 
Durchführung:  
• Pro Ansatz wurden 5x105 Zellen/ml verwendet. 
• 1 ml Zellsupension wurde für 5 min bei 300 g zentrifugiert, der Überstand komplett 
abgeschüttet und die Zellen in 100 µl 4°C-kaltem PBS mit FCS aufgenommen. 
• In alle Röhrchen wurde 1 µl des blockierenden Anti-CD16/CD32-AK zugegeben und für 
5 min bei 4°C inkubiert. 
• In die Röhrchen wurde jeweils 1 µl des Anti-TLR4-AK bzw. der Isotyp-Kontrolle 
zugegeben und 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. 
• Zum Waschen wurden 2 ml 4°C-kaltes PBS mit FCS zugefügt und die Ansätze 5 min bei 
300 g zentrifugiert. 
• Das Pellet wurde jeweils in 500 µl PBS mit FCS aufgenommen und die Zellen mittels 
des Durchflusszytometers analysiert. 
• Für die Auswertung wurde die mittlere Fluoreszenz (Mittlere Fluoreszenz Intensität, MFI) 
verwendet. 
3.18. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Prinzip: 
Der Sandwich-ELISA ist ein sensitives Verfahren zur Bestimmung von Zytokinkonzentrationen. 
Zuerst werden Antikörper an die Mikrotiterplatten gekoppelt, welche dann die im Zellüberstand 
enthaltenen Zytokine spezifisch binden können. Anschließend wird ein Peroxidase-gekoppelter 
Detektionsantikörper zugegeben, welcher spezifisch ist für ein weiteres Epitop des vom ersten 
Antikörper-gebundenen Antigens. Das anschließend zugegebene Substrat wird von der 
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Peroxidase in einen Farbstoff umgesetzt, so dass die Extinktion des Farbstoffes photometrisch 
bestimmt werden kann. Die gemessene Extinktion ist proportional zur Zytokinkonzentration, so 
dass die Zytokinkonzentration anhand einer aufgetragenen Standardreihe berechnet wird. 
Reagenzien: 
• BD OptEIATM Set Mouse TNF 
• TMB Substrate Reagent Set  
• 1 M H2SO4 
• Waschpuffer (PBS mit 0,05% Tween) 
• Assay Diluent (PBS mit 10% FCS) 
Durchführung: 
• 5x105 Zellen/ml wurden auf einer 12-Lochplatte für 24h inkubiert und für weitere 24h 
stimuliert. Die Platten wurden 5 min bei 300g zentrifugiert und die Überstände 
abgehoben und bei -80°C eingefroren. Aus den Überständen wurde anschließend die 
TNF-α-Konzentration bestimmt. 
• Die Beschichtung der Mikrotiterplatten und die Durchführung des ELISAs erfolgten exakt 
nach den Vorgaben des Herstellers (BD Pharmingen Bioscience, USA). 
3.19. Statistik  
Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse basieren auf der Auswertung einer 
Reihe von Einzelresultaten. Die Ergebnisse sind dabei als Mittelwerte (Anzahl der 
Einzelexperimente n = x) dargestellt und der Standardfehler der Mittelwerte („Standard error of 
the mean”, SEM) ist angegeben. Sind repräsentative Experimente gezeigt, so ist dies gesondert 
erwähnt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism (GraphPad Software, La 
Jolla, CA, USA). 
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Bei den Mehrfachvergleichen wurden aufgrund der verbundenen Ansätze „Repeated measures 
analysis of variance” (Anova) eingesetzt. Um die signifikanten Unterschiede zwischen den 
verschiedenen Ansätzen zu detektieren, wurden anschließend Post-Hoc-Tests durchgeführt. 
Wenn die Unterschiede der Ansätze zur Kontrolle verglichen wurden, wurde der Post-Hoc-Test 
nach Dunnett verwendet. Wurden die Unterschiede aller Ansätze zueinander verglichen, wurde 
der Post-Hoc-Test nach Tukey durchgeführt. 
Bei Mehrfachvergleichen mit Post-Hoc-Test nach Dunnett ist eine statistische Signifikanz mit 
*p< 0,05, **p< 0,01 und ***p< 0,001 dargestellt. 
Bei Mehrfachvergleichen mit Post-Hoc-Test nach Tukey unterscheiden sich diejenigen 
Mittelwerte, welche nicht mit gleichen Buchstaben gekennzeichnet sind, mit p< 0,05 signifikant. 
Dementsprechend unterscheiden sich Mittelwerte mit gleichen Buchstaben nicht signifikant 
voneinander.
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4. Ergebnisse 
4.1. TLR4-induzierte Zinksignale 
Zuerst wurde die Fähigkeit von TLR4, ein Zinksignal in der murinen Makrophagen-Zelllinie RAW 
264.7 und in primären humanen Monozyten zu induzieren, überprüft. Dafür wurden die Zellen 
nach 10 min Grundlinienmessung mit LPS stimuliert und die Konzentration des intrazellulären 
Zn2+ mit der Sonde FluoZin-3 bestimmt. In beiden Zellarten induziert LPS Zinksignale (Abb. 2). 
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Abb. 2: TLR4-Stimulation induziert in monozytären Zellen Zn2+-Signale. 
RAW 264.7-Zellen (A) und humane Monozyten (B) wurden mit der Fluoreszenzsonde FluoZin-3 beladen 
(s. 3.12). Nach 10 min Grundlinienmessung wurden sie mit 10 µg/ml LPS E.coli K12 stimuliert und es 
wurde für die nächsten 50 min alle 2 min die intrazelluläre Zn2+-Konzentration bestimmt. Die gezeigten 
Daten sind die Mittelwerte ± SEM von n=4 Experimenten. 
4.2. Der Einfluss der Verminderung von Zn2+ auf den TLR4-Signalweg 
4.2.1. Der Einfluss von Zn2+ auf die TLR4-induzierte NO-Freisetzung 
Aufgrund der Beobachtung des LPS-induzierten Zinksignals wurde der Einfluss von Zn2+ auf die 
NO-Freisetzung bestimmt. Dafür wurden die Zinkionen mit Hilfe des Chelators TPEN vor der 
Stimulation weggefangen. Um die NO-Freisetzung zu bestimmen, wurde Nitrit, ein 
Stoffwechselprodukt des NO, mit Hilfe des Griess-Assays gemessen. In Abb. 3 wird gezeigt, 
A B 
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dass in den Überständen von murinen Knochenmarkmakrophagen (KMM) und RAW 264.7-
Zellen die mit 10 und 100 ng/ml LPS induzierte NO-Freisetzung durch Wegfangen des 
Zinksignals mit bis zu 2,0 µM TPEN erhöht ist. Obwohl TPEN eine hohe Affinität für Zn2+ 
aufweist, kann es auch andere, zweiwertige Kationen binden (Cortese-Krott et al. 2009). Daher 
wurden die RAW 264.7-Zellen parallel mit äquimolaren Konzentrationen von TPEN und Zn2+ 
inkubiert. Der Einfluss von 1,75 und 2,0 µM TPEN auf die NO-Freisetzung ist dabei nicht mehr 
zu beobachten, was auf einen Zn2+-spezifischen Effekt hindeutet (Abb. 3B). 
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Abb. 3: Der Einfluss der Verminderung der intrazellulären Zn2+-Konzentration auf die LPS-
induzierte NO-Freisetzung. 
KMM (A) und RAW 264.7-Zellen (B) wurden mit dem Zinkchelator TPEN bzw. äquimolaren TPEN und 
Zink-Konzentrationen (TPEN/Z) für 5 min vorinkubiert und für 24 h zusätzlich mit 10 oder 100 ng/ml LPS-
stimuliert. Die Nitritbildung wurde im Griess-Assay bestimmt (s. 3.11). Dargestellt sind die Mittelwerte + 
SEM von n=4 (KMM) bzw. n=3 (RAW 264.7) unabhängigen Experimenten. Aus Gründen der 
Übersichtlichkeit wurde auf die Markierung von Signifikanzen verzichtet. 
Der Einfluss von TPEN auf die NO-Freisetzung ist auch zu beobachten, wenn RAW 264.7-
Zellen mit ansteigenden Konzentrationen hitze-inaktiverter E.coli anstatt von aufgereinigtem 
LPS stimuliert werden (Abb. 4). 
A B 
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Abb. 4: Die NO-Freisetzung von RAW 264.7-Zellen nach Vorinkubation mit TPEN und Stimulation 
mit E.coli. 
RAW 264.7-Zellen wurden mit TPEN bzw. 1,5 µM Zink/Pyrithion (Z/P) vorinkubiert und für 24 h zusätzlich 
mit hitze-inaktivierten BL21-E.coli (95°C, 10 min) stimuliert. Anschließend wurde im Griess-Assay die 
Nitritkonzentration in den Zellüberständen bestimmt (s. 3.11). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 
n=3 unabhängigen Experimenten. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde auf die Markierung von 
Signifikanzen verzichtet. 
Auch in diesem Fall steigt die NO-Freisetzung konzentrationsabhängig durch die Verminderung 
der Zn2+-Konzentrationen an. Die Erhöhung der intrazellulären Zn2+-Konzentration durch die 
Zugabe von Zn2+ in Anwesenheit des Ionophors Pyrithion hat dagegen keinen Effekt (Abb. 4). 
In Makrophagen werden große Mengen NO vor allem von der iNOS gebildet. Um eine 
Beteiligung der beiden NO-Synthasen eNOS und nNOS auszuschließen, wurden die selektiven 
iNOS-Inhibitoren 1400W und „S-Methylisothiourea Sulfate“ (SMT) eingesetzt. Mit ansteigenden 
Konzentrationen der beiden Inhibitoren wird die NO-Freisetzung unabhängig von dem Einsatz 
von TPEN vermindert (Abb. 5), wodurch bestätigt wird, dass die gesamte LPS-induzierte NO-
Freisetzung durch die iNOS vermittelt wird. 
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Abb. 5: Der Einfluss der iNOS-Inhibitoren 1400W und SMT auf die NO-Freisetzung. 
RAW 264.7-Zellen wurden mit TPEN für 5 min vorinkubiert und für 24 h zusätzlich mit 100 ng/ml LPS und 
ansteigenden Konzentrationen der Inhibitoren 1400W (A) und SMT (B) inkubiert. Anschließend wurde im 
Griess-Assay die Nitritkonzentration in den Zellüberständen bestimmt (s. 3.11). Dargestellt sind die 
Mittelwerte + SEM von n=3 unabhängigen Experimenten. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde auf 
die Markierung von Signifikanzen verzichtet. 
Da TPEN auch weitere Kationen binden kann, wurde weiterhin untersucht, ob der Effekt der 
Zinkreduzierung auch unabhängig von TPEN zu beobachten ist.  
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Abb. 6: Der Effekt der Verminderung von Zn2+ im Zellkulturmedium durch Chelex auf die NO-
Freisetzung nach LPS-Stimulation. 
RAW 264.7-Zellen wurden in Zn2+-freiem (Chelex) oder Zn2+-suffizientem (Chelex + Z) kultiviert. Die 
Zellen wurden für 24 h zeitgleich mit ansteigenden Konzentrationen von LPS stimuliert und mit 0, 1 oder 
2,5 µM Zink/Pyrithion (Z/P) inkubiert. Anschließend wurde im Griess-Assay die Nitritkonzentration in den 
Zellüberständen bestimmt (s. 3.11). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von n=3 unabhängigen 
Experimenten. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde auf die Markierung von Signifikanzen verzichtet. 
A B 
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Dafür wurde Zn2+ mit Hilfe von Chelex aus Zellkulturmedium entfernt („Zn2+-frei“). Als Kontrolle 
wurde Chelex-behandeltes Medium mit 10 µM Zn2+ supplementiert („Zn2+-suffizient“). Die NO-
Freisetzung von RAW 264.7-Zellen, welche für drei Tage in Zn2+-freiem Medium kultiviert 
wurden, ist höher als von den Zellen, welche in Zn2+-suffizientem Medium kultiviert wurden 
(Abb. 6). Weiterhin reduziert die zusätzliche Zugabe von 1 bzw. 2,5 µM Zink/Pyrithion zeitgleich 
zur LPS-Stimulation nur die NO-Freisetzung von Zellen, welche in Zn2+-freiem Medium kultiviert 
wurden (Abb. 6). Da bis zu 1,75 µM TPEN die Vitalität von RAW 264.7-Zellen nicht beeinflusst 
(Abb. 7), werden für die weiteren Experimente TPEN-Konzentrationen bis 1,75 µM eingesetzt. 
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Abb. 7: Der Einfluss von TPEN und LPS auf die Vitalität von RAW 264.7-Zellen. 
Die Vitalität von RAW 264.7-Zellen wurde nach 24 h Inkubation mit TPEN und LPS im Neutralrot-Test 
bestimmt (s. 3.14.1). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von n=3 unabhängigen Experimenten. 
Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit Repeated Measures Anova und Dunnett‘s Post-Hoc-
Test bestimmt und mit * für p< 0,05 gekennzeichnet. 
Die iNOS-Aktivität wird hauptsächlich durch die Induktion der mRNA-Transkription reguliert. 
Daher wurde der Einfluss der Vorinkubation mit bis zu 1,75 µM TPEN und Stimulation mit 
100 ng/ml LPS auf die Bildung der iNOS mRNA untersucht. 
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Weiterhin ist die LPS-induzierte iNOS-Proteinexpression durch Vorinkubation mit TPEN 
ebenfalls konzentrationsabhängig erhöht, wobei TPEN alleine keinen Effekt auf die iNOS 
Proteinexpression besitzt (Abb. 9). Zusammenfassend wird die LPS-induzierte NO-Freisetzung 
durch eine mit TPEN hervorgerufene Verminderung von Zn2+ erhöht, indem die iNOS mRNA-
Transkription verstärkt stattfindet. 
4.2.2. Die Wirkung von Zn2+ auf die MyD88- und TRIF-abhängige 
Genexpression  
Um den Einfluss einer Verminderung von Zn2+ durch TPEN auf die LPS-induzierte NO-
Freisetzung besser zu verstehen, wurde der TLR4-Signalweg genauer analysiert. Zuerst wurde 
die Transkription verschiedener Gene, welche entweder MyD88- oder TRIF-reguliert sind, 
untersucht. Bei Inkubation mit steigenden TPEN-Konzentrationen wird die LPS-induzierte 
Transkription der vor allem MyD88-abhängigen Gene IL-1β, IL-6 und IL-10 signifikant reduziert 
(Abb. 10). Somit verhält sich die Transkription dieser Gene gegensätzlich zur iNOS-Induktion. 
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Abb. 10: Der Einfluss steigender TPEN-Konzentrationen auf die Transkription von IL-1β, IL-6 und 
IL-10. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit steigenden Konzentrationen TPEN inkubiert und für 4 Stunden 
zusätzlich mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Anschließend wurde die mRNA isoliert und die Genexpressionen 
von IL-1β, IL-6 und IL-10 mit RT-PCR bestimmt (s. 3.16). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von n=5 
unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede wurden mit Repeated Measures Anova und 
Tukey‘s Post-Hoc-Test bestimmt. Die Mittelwerte ohne signifikanten Unterschied sind durch gleiche 
Buchstaben gekennzeichnet. 
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Abb. 11: Der Einfluss steigender TPEN-Konzentrationen auf die Transkription von IFN-α und 
IFN-β. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit steigenden Konzentrationen TPEN inkubiert und für 4 Stunden 
zusätzlich mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Anschließend wurde die mRNA isoliert und die Genexpressionen 
von IFN-α und IFN-β mit RT-PCR bestimmt (s. 3.16). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von n=5 
unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede wurden mit Repeated Measures Anova und 
Tukey‘s Post-Hoc-Test bestimmt. Die Mittelwerte ohne signifikanten Unterschied sind durch gleiche 
Buchstaben gekennzeichnet. 
Weiterhin wurde die Transkription der TRIF-abhängigen Gene IFN-α und IFN-β untersucht. 
Ähnlich zu der iNOS-Transkription wurden sie bei Inkubation mit steigenden TPEN-
Konzentrationen erhöht, wobei der Effekt nur für IFN-β signifikant ist (Abb. 11). 
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Abb. 12: Der Einfluss steigender TPEN-Konzentrationen auf die Transkription von Rantes, MCP-1 
und IP-10. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit steigenden Konzentrationen TPEN inkubiert und für 4 Stunden 
zusätzlich mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Anschließend wurde die mRNA isoliert und die Genexpressionen 
von Rantes, MCP-1 und IP-10 mit RT-PCR bestimmt (s. 3.16). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 
n=5 unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede wurden mit Repeated Measures Anova und 
Tukey‘s Post-Hoc-Test bestimmt. Die Mittelwerte ohne signifikanten Unterschied sind durch gleiche 
Buchstaben gekennzeichnet. 
Die Transkription der ebenfalls TRIF-abhängigen Gene Rantes, MCP-1 und IP-10 wird 
wiederum durch Vorinkubation mit TPEN kaum beeinflusst (Abb. 12). Nur die Transkription von 
Rantes ist bei der niedrigsten verwendeten TPEN-Konzentration von 1,25 µM vermindert, 
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wohingegen die Transkription von MCP-1 und IP-10 nicht verändert wird (Abb. 12). Die 
Transkription des IFN-induzierten Oberflächenmoleküls CD40 wird durch die Verminderung der 
Zinkionen mit TPEN leicht erhöht, wobei der Effekt nicht signifikant ist (Abb. 13). Die 
Transkription der ebenfalls IFN-induzierten Oberflächenmoleküle CD80 und CD86 wird 
hingegen signifikant durch Vorinkubation mit TPEN erhöht (Abb. 13). 
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Abb. 13: Der Einfluss steigender TPEN-Konzentrationen auf die Transkription von CD40, CD80 
und CD86. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit steigenden Konzentrationen TPEN inkubiert und für 4 Stunden 
zusätzlich mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Anschließend wurde die mRNA isoliert und die Genexpressionen 
von CD40, CD80 und CD86 mit RT-PCR bestimmt (s. 3.16). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 
n=5 unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede wurden mit Repeated Measures Anova und 
Tukey‘s Post-Hoc-Test bestimmt. Die Mittelwerte ohne signifikanten Unterschied sind durch gleiche 
Buchstaben gekennzeichnet. 
4.2.3. Die Wirkung der Zn2+-Verminderung auf die Endozytose des TLR4 
Der Einfluss der Verminderung der Zinkionen durch TPEN auf die MyD88- und TRIF-abhängige 
Gentranskription deutet an, dass es unterschiedliche Effekte auf diese beiden Signalwege gibt. 
Zum einen vermindert eine erniedrigte Zn2+-Konzentration den Ablauf des MyD88-abhängigen 
Signalweges und fördert zum anderen den Ablauf des TRIF-abhängigen Signalweges. Die 
Aktivierung der beiden Signalwege wird durch die Endozytose des TLR4-Rezeptorkomplexes 
abgestimmt (Kagan et al. 2008). Daher wurde die Endozytose von TLR4 nach Stimulation mit 
LPS und Vorinkubation mit TPEN bestimmt, indem die Menge an TLR4 auf der Zelloberfläche 
mit einem TLR4-spezifischen Antikörper per Durchflusszytometrie gemessen wurde. Es wurde 
kein Effekt durch die Vorinkubation mit TPEN detektiert (Abb. 14). 
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Abb. 14: Der Einfluss von TPEN auf die Endozytose des TLR4. 
Unbehandelte RAW 264.7-Zellen (A) bzw. für 5 min mit 1,75 µM TPEN vorbehandelte Zellen (B) wurden 
zusätzlich mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Zum Zeitpunkt 0 bzw. nach 10, 30 und 60 min wurden die Zellen 
mit einem TLR4-spezischen AK angefärbt und die Fluoreszenzintensität im FACS bestimmt (s. 3.17). 
Durch die Internalisierung des Rezeptors kommt es zu einer Verminderung der Fluoreszenzintensität. 
Dargestellt sind die Mittelwerte der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) ± SEM von n=3 unabhängigen 
Experimenten. 
4.2.4. Die Wirkung der erniedrigten Zn2+-Konzentration auf den TRAF3-
Abbau 
Eine weitere Form der Regulation der MyD88- und TRIF-abhängigen Signalwege ist die 
Ubiquitinierung von TRAF3 (Tseng et al. 2010). Tseng et al. haben gezeigt, dass TRAF3 zum 
einen über Lysin48-verbundene Ubiquitinketten markiert wird, was zum Abbau des Proteins und 
zum optimalen Ablauf des MyD88-abhängigen Signalweges führt. Zum anderen soll TRAF3 mit 
über Lysin63-verbundenen Ubiquitinketten markiert werden, was wichtig für den Ablauf des 
TRIF-abhängigen Signalweges ist. In KMM, welche 15 min bis 3 h mit 100 ng/ml LPS stimuliert 
wurden, konnte allerdings kein Abbau von TRAF3, unabhängig von der TPEN-Vorinkubation, 
detektiert werden (Abb. 15). Da der MyD88-Signalweg trotzdem aktiviert wird, haben sich die 
Ergebnisse von Tseng et al. somit nicht reproduzieren lassen und der Einfluss der Zinkionen auf 
die Regulation des MyD88- und den TRIF-abhängigen Signalweges kann dementsprechend 
nicht auf einer veränderten Ubiquitinierung und Degradierung von TRAF3 beruhen. 
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Abb. 15: TRAF3-Proteinmenge
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Abb. 16: Der Effekt der PI3K-Inhibition auf die NO-Freisetzung. 
RAW 264.7-Zellen wurden 30 min mit 25 µM Ly294002 (A) bzw. 100 nM Wortmannin (B) inkubiert, 
weitere 5 min mit TPEN oder Zink/Pyrithion (Z/P) vorinkubiert und zusätzlich mit 100 ng/ml LPS stimuliert. 
Die Nitritbildung wurde im Griess-Assay bestimmt (s. 3.11). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 
n=3 unabhängigen Experimenten. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde auf die Markierung von 
Signifikanzen verzichtet. 
So ist für den Inhibitor Ly294002 bekannt, dass er auch die Casein Kinase 2 (CK2) hemmen 
kann (Hazeki et al. 2007). Für die CK2 wurde gezeigt, dass sie Zinksignale induziert. Taylor et 
al. haben 2012 gezeigt, dass die CK2 nach Stimulation des „Epidermal growth factor“ (EGF) in 
der Brustkrebszelllinie MCF-7 aktiviert wird und den Zinktransporter Zip7 durch 
Phosphorylierung aktiviert, wodurch Zinkionen aus dem ER ins Zytoplasma strömen und es zu 
einem Zinksignal kommt (Taylor et al. 2012). Um auszuschließen, dass Ly294002 seinen Effekt 
durch Inhibition der CK2 und daher, zusätzlich zum TPEN, eine Veränderung der intrazellulären 
Zn2+-Homöostase bewirkt, wurde der CK2-Inhibitor TBB eingesetzt. Da TBB keinen Einfluss auf 
die NO-Freisetzung hat, kann eine Beteiligung der CK2-Kinase ausgeschlossen werden (Abb. 
17). 
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Abb. 17: Der Effekt der CK2-Inhibition durch TBB auf die NO-Freisetzung. 
RAW 264.7-Zellen wurden 30 min mit 10 µM TBB inkubiert, 5 min mit TPEN oder Zink/Pyrithion (Z/P) 
vorinkubiert und zusätzlich mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Die Nitritbildung wurde im Griess-Assay 
bestimmt (s. 3.11). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von n=3 unabhängigen Experimenten. Aus 
Gründen der Übersichtlichkeit wurde auf die Markierung von Signifikanzen verzichtet. 
4.2.6. Die Verminderung von Zn2+ und die zeitabhängige Aktivierung 
von NF-κB und IRF3 
Da der MyD88- und der TRIF-abhängige Signalweg nacheinander aktiviert werden, wurde der 
Einfluss von TPEN auf die zeitabhängige Aktivierung des hauptsächlich MyD88-abhängigen 
Transkriptionsfaktors NF-κB und des TRIF-abhängigen Transkriptionsfaktors IRF3 bestimmt. 
Dafür wurde eine Kernisolierung durchgeführt (Abb. 18). Nach 30 min ist NF-κB im Zellkern 
detektierbar und die Vorinkubation mit 1,75 µM TPEN verringert das nukleare NF-κB. Nach 1 h 
befindet sich weniger NF-κB im Kern und es wird weiterhin von TPEN reduziert. Aufgrund der 
verspäteten NF-κB-Aktivierung durch TRIF ist NF-κB auch nach 2 und nach 3 h im Kern 
detektierbar. Hier kommt es zu keiner deutlichen Veränderung des NF-κB durch TPEN. Somit 
wird ausschließlich die direkte, MyD88-abhängige NF-κB-Aktivierung durch Verminderung der 
Zinkionen mit TPEN beeinflusst, aber die spätere TRIF-abhängige NF-κB-Aktivierung wird nicht 
beeinflusst. 
Die Phosphorylierung von IRF3 ist im Gesamtzelllysat das erste Mal nach 1 h detektierbar (Abb. 
18). Nach 2 und nach 3 h ist p-IRF3 auch im Zellkern detektierbar und das nukleare, 
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Abb. 19: Der Einfluss des Zeitpunktes der TPEN-Zugabe auf die NO-Freisetzung. 
RAW 264.7-Zellen wurden mit 100 ng/ml LPS stimuliert und 1,75 µM TPEN wurde 5 min vorher bzw. 30 
min bis 8 h nach LPS dazugegeben. Die Nitritbildung wurde im Griess-Assay bestimmt (s. 3.11). 
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von n=3 unabhängigen Experimenten. Aufgrund der 
Übersichtlichkeit wurde auf die Markierung von Signifikanzen verzichtet. 
Daraufhin wurde untersucht, wie sich die intrazelluläre Zn2+-Konzentration in den 8 h nach der 
LPS-Stimulation verändert. Wie schon in Abb. 2 gezeigt, kommt es nach der LPS-Stimulation zu 
einem starken Anstieg der intrazellulären Zn2+-Konzentration (Abb. 20). 
 
Abb. 20: Der Verlauf des LPS-induzierten Zinksignals über 8 h. 
RAW 264.7-Zellen wurden mit der Fluoreszenzsonde FluoZin-3 beladen (s. 3.12). Nach 10 min 
Grundlinienmessung wurden sie mit 10 µg/ml LPS E.coli K12 stimuliert und es wurde weiterhin, für die 
nächsten 50 min, alle 2 min und für die darauffolgenden 7 h alle 30 min die intrazelluläre Zn2+-
Konzentration bestimmt. Die gezeigten Daten sind die Mittelwerte ± SEM von n=3 Experimenten. 
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Nach 1 h flacht die Kurve deutlich ab und nach 3,5 h nähert sich die Kurve der unstimulierten 
Kontrolle deutlich an. Da die TPEN-Zugabe auch 8 h nach der LPS-Stimulation eine deutliche 
Erhöhung der NO-Freisetzung bewirkt, verändert die Abnahme der basalen Zinkspiegel, und 
nicht das Wegfangen des Zinksignals durch TPEN, die NO-Freisetzung. Zusätzlich ist der Effekt 
der Zn2+-Abnahme zu dem Zeitpunkt, an welchem der TRIF-Signalweg abläuft, am effektivsten. 
4.2.7. Die Funktion von IFN-β bei der durch TPEN erhöhten NO-
Freisetzung 
Die Hauptfunktion von IRF3 in Monozyten ist die Induktion von IFN-β. Da die IFN-β-
Transkription durch die TPEN-induzierte Verminderung von Zn2+ erhöht wird, wurde der Einfluss 
zusätzlicher IFN-β-Zugabe auf die NO-Freisetzung untersucht. 
Zunächst wurde im IFN-β-Bioassay die Aktivität des IFN-β in den Überständen der transfizierten 
293T/IFN-β- und 3T3/IFN-β-Zelllinien ermittelt. Das Ziel hierbei war es mit beiden Überständen 
die gleiche Menge an IFN-β einzusetzen. Für beide, dem 1:10 verdünnten 293T IFN-β-
Überstand und dem 1:2 verdünnten 3T3 IFN-β-Überstand, wurde für 100 µl Volumen eine 
mittlere, effektive Dosis (ED50) von 200 bestimmt, so dass eine IFN-β-Aktivität von 2000 U/ml 
im 1:10 (293T/IFN-β) und 1:2 (3T3/IFN-β) verdünntem Überstand vorliegt (Abb. 21). Für die 
folgenden Experimente wurden daher immer 1:10 (293T/IFN-β)- bzw. 1:2 (3T3/IFN-β)-
verdünnte Überstände verwendet, so dass die Zellen jeweils mit 2000 U/ml IFN-β stimuliert 
wurden. 
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Abb. 21: Bestimmung der Aktivität des murinen IFN-β in den 293T/IFN-β- und 3T3/IFN-β-
Zellüberständen mit dem IFN-β-Bioassay. 
L929-Zellen wurden 24 h mit seriell-verdünntem IFN-β (A: 293T/IFN-β bzw. B: 3T3/IFN-β) inkubiert und 
anschließend mit EMCV infiziert. Der Schutz durch IFN-β vor Zelllyse wurde im MTT-Assay ermittelt (s. 
3.14.2) und die mittlere, effektive Dosis (ED50) des IFN-β für das Volumen von 100 µl berechnet. Als 
100% wurde die Kontrolle mit IFN-β ohne die Zugabe von Viren gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
SEM von n=3 unabhängigen Experimenten. 
Die Zugabe von 2000 U/ml IFN-β zu RAW 264.7-Zellen induziert im Griess-Assay keine 
Freisetzung von NO (Abb. 22).  
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Abb. 22: Einfluss von IFN-β auf die LPS- und TPEN-induzierte NO-Freisetzung. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit TPEN oder Zink/Pyrithion (Z/P) vorinkubiert und zusätzlich mit 100 
ng/ml LPS und 2000 U/ml IFN-β (A: 293T/IFN-β und B: 3T3/IFN-β) oder mit der entsprechenden Menge 
des jeweiligen Kontrollmediums stimuliert. Die Nitritbildung wurde im Griess-Assay bestimmt (s. 3.11). 
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von n=3 unabhängigen Experimenten. Aus Gründen der 
Übersichtlichkeit wurde auf die Markierung von Signifikanzen verzichtet. 
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Zusammen mit LPS induziert IFN-β eine maximale NO-Freisetzung, welche durch TPEN nicht 
weiter erhöht werden kann (Abb. 22). 
iNOS   iNOS  
β-Aktin   β-Aktin  
LPS - + + - + +  LPS - + + - + + 
TPEN - - + - - +  TPEN - - + - - + 
    293T IFN-β      3T3 IFN-β 
Abb. 23: Der Einfluss von IFN-β auf die LPS- und TPEN-induzierte iNOS-Expression. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit 1,75 µM TPEN vorinkubiert und 10 h zusätzlich mit 100 ng/ml LPS, 
2000 U/ml IFN-β (A: 293T/IFN-β und B: 3T3/IFN-β) oder der entsprechenden Menge Kontrollmedium 
stimuliert. Anschließend wurde die iNOS-Expression im Western Blot bestimmt (s. 3.15). Die 
dargestellten Blots sind repräsentativ für n=3 unabhängige Experimente. 
Der Effekt ist ebenfalls auf der iNOS-Proteinebene sichtbar (Abb. 23). Um den Einfluss des 
durch Zn2+-Verminderung erhöhten IFN-β besser zu verstehen, wurden Antikörper gegen IFN-β 
eingesetzt. Die Antikörper reduzieren konzentrationsabhängig die LPS-induzierte NO-
Freisetzung von RAW 264.7-Zellen, unabhängig davon, ob die Zellen vorher nur mit LPS oder 
mit LPS und TPEN behandelt wurden (Abb. 24). Zusammen zeigen die Ergebnisse, dass TPEN 
bei Sättigung der Zellen mit IFN-β unwirksam ist, so dass es wahrscheinlich über eine 
Steigerung der IFN-β-Produktion auf die NO-Freisetzung wirkt. 
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Abb. 24: Der Einfluss von Anti-IFN-β Antikörpern auf die NO-Freisetzung. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit 1,75 µM TPEN vorinkubiert und zusätzlich mit 100 ng/ml LPS 
stimuliert. Steigende Konzentrationen der Anti-IFN-β Antikörper wurden zugegeben und die Zellen für 
24 h inkubiert. Die Nitritbildung wurde im Griess-Assay bestimmt (s. 3.11). Dargestellt sind die Mittelwerte 
+ SEM von n=3 unabhängigen Experimenten. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde auf die 
Markierung von Signifikanzen verzichtet. 
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Abb. 26: Die STAT1-Transkription nach Vorinkubation mit TPEN und Stimulation mit LPS. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit steigenden Konzentrationen TPEN inkubiert und für 4 Stunden 
zusätzlich mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Anschließend wurde die mRNA isoliert und die Genexpressionen 
mit RT-PCR bestimmt (s. 3.16). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von n=3 unabhängigen 
Experimenten. Signifikante Unterschiede wurden mit Repeated Measures Anova und Tukey‘s Post-Hoc-
Test bestimmt. Die Mittelwerte ohne signifikanten Unterschied sind durch gleiche Buchstaben 
gekennzeichnet. 
Auch die IFN-β-induzierte STAT1-mRNA-Transkription wird durch TPEN-Vorinkubation 
vermindert (Abb. 27).  
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Abb. 27: Die STAT1-Transkription nach Vorinkubation mit TPEN und Stimulation mit IFN-β. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit 1,75 µM TPEN inkubiert und für 4 Stunden zusätzlich mit 2000 U/ml 
IFN-β (A: 293T/IFN-β und B: 3T3/IFN-β) stimuliert. Anschließend wurde die mRNA isoliert und die 
STAT1-Genexpressionen mit RT-PCR bestimmt (s. 3.16). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von n=3 
unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede wurden mit Repeated Measures Anova und 
Tukey‘s Post-Hoc-Test bestimmt. Die Mittelwerte ohne signifikanten Unterschied sind durch gleiche 
Buchstaben gekennzeichnet. 
Zusammenfassend ist die IFN-β-induzierte STAT1-Phosphorylierung durch die Verminderung 
von Zn2+ durch TPEN unbeeinflusst, aber die Stimulation-induzierte STAT1-Transkription wird 
vermindert. Die Verminderung der intrazellulären Zinkionen durch TPEN hat dementsprechend 
keinen direkten Einfluss auf die STAT1-abhängige iNOS-Expression, welche innerhalb von 10 h 
A B 
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detektierbar wird. Langfristig könnte aber die iNOS-Expression durch Verminderung von STAT1 
auf Proteinebene vermindert werden. 
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Abb. 28: Die STAT1-Proteinmenge nach Inkubation mit TPEN und Stimulation mit IFN-β für 24-
72 h. 
RAW 264.7-Zellen wurden 1,75 µM TPEN und 2000 U/ml IFN-β (A: 293T/IFN-β und B: 3T3/IFN-β) für 24, 
48 und 72 h stimuliert. Anschließend wurden die STAT1-Proteinmenge im Western Blot bestimmt (s. 
3.15). Die dargestellten Blots sind repräsentativ für n=3. 
Daher wurden die STAT1-Proteinexpression nach Inkubation mit TPEN und 2000 U/ml IFN-β 
nach 24, 48 und 72 h untersucht. TPEN bewirkt sowohl in unstimulierten als auch in IFN-β 
stimulierten Zellen eine Abnahme der STAT1-Proteinkonzentration, welche nach 72 h am 
ausgeprägtesten ist (Abb. 28). 
4.3. Die Induktion von Zinksignalen durch weitere TLRs 
Bisher hat sich die Untersuchung von Zinksignalen auf TLR4 konzentriert. Daher wurde 
verglichen, ob die Stimulation von Monozyten mit weiteren TLR-Liganden intrazelluläre 
Zinksignale auslöst. In RAW 264.7-Zellen induzieren die TLR-Liganden Pam3CSK4 (TLR1/2), 
„heat-killed Listeria monocytogenes” (HKLM, TLR2), Flagellin (TLR5), FSL-1 (TLR6/2), 
Imiquimod und ssRNA (beide TLR7) und ODN1826 (TLR9) Zinksignale (Abb. 29). Nach 
Stimulation steigt die Konzentration an Zn2+ intrazellulär an und fällt dann langsam wieder ab. 
Nach 50 min ist die Konzentration immer noch höher als die Kontrolle. Der einzige, getestete 
TLR, der kein Zinksignal zeigte, ist TLR3 (Abb. 29). 
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Abb. 29: Die Induktion von Zinksignalen in RAW 264.7-Zellen nach Stimulation mit verschiedenen 
TLR-Liganden. 
RAW 264.7-Zellen wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff FluoZin-3 beladen (s. 3.12). Nach 10 min 
Grundlinienmessung wurden sie mit den TLR-Liganden Pam3CSK4 (1 µg/ml), HKLM (1 x 108 Zellen/ml), 
Poly I:C (10 mg/ml), Flagellin (1 µg/ml), FSL-1 (1 µg/ml), Imiquimod (10 µg/ml), ssRNA40 (1 µg/ml) und 
ODN1826 (10 µg/ml) stimuliert. Die intrazelluläre Zn2+-Konzentration wurde im Anschluss alle 2 min für 
die nächsten 50 min bestimmt. Die gezeigten Daten sind der Mittelwert ± SEM von n=3-5 Experimenten. 
Das Experiment wurde in primären, humanen Monozyten wiederholt. Hier zeigen wieder 
TLR1/2, TLR2, TLR5, TLR8 und TLR9 ein Zinksignal und die einzige Ausnahme ist erneut der 
TLR3 (Abb. 30). 
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Abb. 30: Die Induktion von Zinksignalen in primären, humanen Monozyten nach Stimulation mit 
verschiedenen TLR-Liganden. 
Primäre, humane Monozyten wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff FluoZin-3 beladen (s. 3.12). Nach 
10 min Grundlinienmessung wurden sie mit den TLR-Liganden Pam3CSK4 (1 µg/ml), HKLM (1 x 108 
Zellen/ml), Poly I:C (10 µg/ml), Flagellin (1 µg/ml), ssRNA40 (1 µg/ml) und ODN1826 (10 µg/ml) 
stimuliert. Die intrazelluläre Zn2+-Konzentration wurde im Anschluss alle 2 min für die nächsten 50 min 
bestimmt. Die gezeigten Daten sind der Mittelwert ± SEM von n=4 Experimenten. 
Zur Überprüfung der Aktivität des verwendeten Poly I:Cs wurden RAW 264.7-Zellen mit Poly I:C 
stimuliert und die TNF-α-Produktion bestimmt. Nach 24 h Stimulation ist eine deutliche Induktion 
der TNF-α-Produktion durch Poly I:C zu beobachten (Abb. 31). 
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Abb. 31: Die TNF-α Produktion von RAW 264.7-Zellen nach Stimulation mit Poly I:C 
RAW 264.7-Zellen wurden für 24 h mit 1 und 10 µg/ml Poly I:C stimuliert. Anschließend wurde die TNF-α 
Produktion im ELISA bestimmt (s. 3.18). Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von n=3 Experimenten. 
Signifikante Unterschiede wurden mit Repeated Measures Anova und Tukey‘s Post-Hoc-Test bestimmt. 
Die Mittelwerte ohne signifikanten Unterschied sind durch gleiche Buchstaben gekennzeichnet. 
Die Fluoreszenzsonde FluoZin-3 färbt je nach Zelltyp unterschiedliche Kompartimente an und 
kann somit nicht in allen Kompartimenten die Veränderung der Zinkkonzentration detektieren 
(Haase et al. 2008; Kaltenberg et al. 2010). Da das verwendete Poly I:C aktiv ist, wurden die 
Zinkionen in RAW 264.7-Zellen mit ZinPyr1, einer weiteren Fluoreszenzsonde, angefärbt, um 
sicherzugehen, dass ein Zinksignal tatsächlich detektiert würde. Auch bei Färbung mit ZinPyr1 
löst Poly I:C in RAW 264.7-Zellen kein Zinksignal aus (Abb. 32). 
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Abb. 32: Die Messung von Zinksignalen mit der Fluoreszenzsonde ZinPyr1 in RAW 264.7-Zellen 
nach Stimulation mit LPS und Poly I:C. 
RAW 264.7-Zellen wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff ZinPyr1 beladen (s. 3.12). Nach 10 min 
Grundlinienmessung wurden sie mit 1 µg/ml LPS oder 1 und 10 µg/ml Poly I:C stimuliert. Die 
intrazelluläre Zn2+-Konzentration wurde im Anschluss alle 2 min für die nächsten 50 min bestimmt. Die 
gezeigten Daten sind der Mittelwert ± SEM von n=3 Experimenten. 
4.4. Der Einfluss von Zinkionen auf den TLR7-Signalweg 
4.4.1. TLR7-induzierte NO-Freisetzung und iNOS-Expression 
Um den Einfluss der Zinkionenabnahme auf den MyD88- und den TRIF-abhängigen Signalweg 
besser zu verstehen, wurde der Effekt von TPEN auf die TLR7-induzierte NO-Freisetzung 
bestimmt. TLR7 signalisiert zum einen ähnlich dem TLR4 über den MyD88-abhängigen Weg zu 
NF-κB und aktiviert zum anderen über weitere, von TRIF unabhängige Adapterproteine, IRF7 
anstatt IRF3 (Blasius und Beutler 2010). Trotz der verschiedenen Signalwege induziert der 
TLR7-Ligand Imiquimod eine NO-Freisetzung, welche durch Inkubation mit ansteigenden 
TPEN-Konzentrationen weiter erhöht werden kann (Abb. 33). Die iNOS-Proteinexpression wird 
in mit Imiquimod-stimulierten RAW 264.7-Zellen ebenfalls durch Vorinkubation mit TPEN erhöht 
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(Abb. 33). Somit deutet sich an, 
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Abb. 34: Der Einfluss steigender TPEN-Konzentrationen auf die Imiquimod-abhängige 
Transkription von IL-1β, IL-6 und IL-10. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit steigenden Konzentrationen TPEN inkubiert und für 4 Stunden 
zusätzlich mit 1 µg/ml Imiquimod stimuliert. Anschließend wurde die mRNA isoliert und die 
Genexpressionen von IL-1β, IL-10 und IL-10 mit RT-PCR bestimmt (s. 3.16). Dargestellt sind die 
Mittelwerte + SEM von n=5 unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede wurden mit Repeated 
Measures Anova und Tukey‘s Post-Hoc-Test bestimmt. Die Mittelwerte ohne signifikanten Unterschied 
sind durch gleiche Buchstaben gekennzeichnet. 
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Abb. 35: Der Einfluss steigender TPEN-Konzentrationen auf die Imiquimod-abhängige 
Transkription von IFN-α, IFN-β, CD40, CD80 und CD86. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit steigenden Konzentrationen von TPEN inkubiert und für 4 Stunden 
zusätzlich mit 1 µg/ml Imiquimod stimuliert. Anschließend wurde die mRNA isoliert und die 
Genexpressionen von IFN-α, IFN-β, CD40, CD80 und CD86 mit RT-PCR bestimmt (s. 3.16). Dargestellt 
sind die Mittelwerte + SEM von n=5 unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede wurden mit 
Repeated Measures Anova und Tukey‘s Post-Hoc-Test bestimmt. Die Mittelwerte ohne signifikanten 
Unterschied sind durch gleiche Buchstaben gekennzeichnet. 
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4.5. Der Einfluss von Zinkionen auf den TLR3-Signalweg 
4.5.1. Der Einfluss der Zn2+-Verminderung auf die TLR3-induzierte NO-
Freisetzung und IFN-β-Produktion 
TLR3 signalisiert als einziger TLR nur über TRIF. Daher wurde der Effekt von TPEN auf die 
TLR3-induzierte NO-Freisetzung und die IFN-β mRNA-Transkription gemessen. Die durch den 
TLR3-Liganden Poly I:C induzierte NO-Freisetzung steigt konzentrationsabhängig in den mit 
TPEN behandelten Proben an, wobei der Effekt sich erst bei 2,0 µM TPEN signifikant von der 
Kontrolle unterscheidet (Abb. 36). 
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Abb. 36: Der Einfluss von TPEN auf die Poly I:C-induzierte NO-Freisetzung. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit steigenden Konzentrationen TPEN und 1,5 µM Zn2+/Pyrithion (Z/P) 
vorinkubiert und für die Messung der NO-Freisetzung zusätzlich 24 h mit 1 µg/ml Poly I:C stimuliert. Die 
Nitritbildung wurde im Griess-Assay bestimmt (s. 3.11). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von n=3 
unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit Repeated Measures 
Anova und Dunnett‘s Post  Hoc Test bestimmt und mit *** für p< 0,001 gekennzeichnet. 
Da nach TLR4-Stimulation der Anstieg der NO-Freisetzung durch TPEN wahrscheinlich über 
eine Steigerung der IFN-β-Produktion wirkt, wurde die TLR3-induzierte IFN-β-Transkription 
untersucht. 1,75 µM TPEN alleine erhöht dabei die IFN-β Transkription, während die gleiche 
Konzentration von  Zn2+ und Pyrithion, 1,75 µM TPEN mit äquimolarer Zn2+/Pyr-Konzentration 
oder 1,75 µM Pyrithion alleine keinen Effekt auf die IFN-β-Transkription haben (Abb. 37). Es 
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zeigt sich folglich auch bei TLR3 ein IFN-β-abhängiger Anstieg der NO-Freisetzung durch Zn2+-
Verminderung entsprechend zum TLR4-Signalweg. 
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Abb. 37: Einfluss von TPEN auf die Poly I:C-induzierte Transkription von IFN-β. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit 1,75 µM TPEN, 1,75 µM Zink/Pyrithion (Z/P), 1,75 µM 
TPEN/Zink/Pyrithion 1:1:1 (TPEN/Z) oder 1,75 µM Pyrithion (P) inkubiert und für 4 Stunden zusätzlich 
mit 1 µg/ml Poly I:C stimuliert. Anschließend wurde die mRNA isoliert und die Genexpressionen von 
IFN-β mit RT-PCR bestimmt (s. 3.16). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von n=3 unabhängigen 
Experimenten. Signifikante Unterschiede wurden mit Repeated Measures Anova und Tukey‘s Post-Hoc-
Test bestimmt. Die Mittelwerte ohne signifikanten Unterschied sind durch gleiche Buchstaben 
gekennzeichnet. 
Da der TLR3 kein Zinksignal induziert, verursacht somit nicht Abnahme des Zinksignals 
sondern die Verminderung der basalen, intrazellulären Zn2+-Konzentration durch TPEN die 
verstärkte Aktivierung des TRIF-Signalweges, wie hier anhand der erhöhten IFN-β-Transkription 
deutlich wird. 
4.6. Der Einfluss von IFN-γ auf die intrazelluläre Zn2+-Konzentration und 
NO-Freisetzung 
Da IFN-γ die iNOS-Expression unabhängig von IFN-β induzieren kann (Schroder et al. 2004), 
wurde verglichen, ob die Verminderung von Zn2+ ebenfalls einen Effekt auf die IFN-γ-induzierte 
iNOS-Expression hat. Zuerst wurde in RAW 264.7-Zellen untersucht, ob das IFN-γ aktiv ist 
(Daten nicht gezeigt) und ob die Stimulation mit 500 U/ml IFN-γ die intrazelluläre 
Zinkkonzentration verändert. Im Gegensatz zu LPS induziert IFN-γ allerdings kein Zinksignal 
(Abb. 38). 
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Abb. 38: Der Einfluss von IFN-γ auf die freie Zn2+-Konzentration.. 
RAW 264.7-Zellen wurden mit der Fluoreszenzsonde FluoZin-3 beladen (s. 3.12). Nach 10 min 
Grundlinienmessung wurden sie mit 1 µg/ml LPS oder 500 U/ml IFN-γ stimuliert und es wurde weiterhin, 
für die nächsten 50 min, alle 2 min die intrazelluläre Zn2+-Konzentration bestimmt. Die gezeigten Daten 
sind die Mittelwerte ± SEM von n=3 Experimenten. 
Weiterhin ist die IFN-γ-induzierte NO-Freisetzung bei Verminderung von Zn2+ durch TPEN 
unverändert (Abb. 39). Die Ergebnisse deuten damit an, dass die Regulation durch freie 
Zinkionen keine allgemeine Eigenschaft der iNOS-Expression ist, sondern spezifisch für den 
TLR/IRF/IFN-β-Signalweg. 
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Abb. 39: Der Einfluss von TPEN auf die IFN-γ-induzierte NO-Freisetzung und die Vitalität von RAW 
264.7-Zellen nach Stimulation mit IFN-γ, LPS und TPEN. 
RAW 264.7-Zellen wurden 5 min mit steigenden Konzentrationen TPEN vorinkubiert und zusätzlich mit 
100 ng/ml LPS bzw. 500 U/ml IFN-γ für 24 h stimuliert. Die Nitritbildung wurde im Griess-Assay bestimmt 
(A, s. 3.11) und die Toxizität mit dem Neutralrot-Test (B, s. 3.14.1). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM 
von n=3 unabhängigen Experimenten. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden mit Repeated 
Measures Anova und Dunnett‘s Post-Hoc-Test bestimmt und mit ** für p< 0,01 gekennzeichnet. 
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5. Diskussion 
Die Stimulation des TLR4 induziert ein Zinksignal, welches den Ablauf des MAPK-Signalweges 
und des MyD88-abhängigen Signalweges beeinflusst (Haase et al. 2008). Das Ziel dieser Arbeit 
ist es die Effekte von Zinkionen auf den Ablauf der MyD88- und TRIF-abhängigen TLR-
Signalwege zu vergleichen. 
Die LPS-Bindung an den TLR4 induziert die Rekrutierung der Adapterproteine TIRAP und 
MyD88. Die Stimulation des MyD88-abhängigen Signalweges führt zur frühen Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NF-κB. Dieser gelangt in den Zellkern und löst die Transkription 
verschiedener Zytokine aus (Ostuni et al. 2010). Anschließend wird der Rezeptor endozytiert 
und die Adapterproteine TRAM und TRIF binden an die TIR-Domäne. Über den TRIF-
abhängigen Signalweg findet zum einen die späte Aktivierung des NF-κB-Signalweges statt und 
zum anderen die IRF3-Phosphorylierung. Das phosphorylierte IRF3 wandert in den Zellkern und 
induziert die Transkription von IFN-β (Ostuni et al. 2010), welche wichtig ist für die LPS-
induzierte iNOS-Transkription (Jacobs und Ignarro 2003). IFN-β bindet auto- und parakrin den 
Typ-I-IFN-Rezeptor und aktiviert den JAK-STAT-Signalweg (Gao et al. 1998). Aktiviertes STAT1 
und NF-κB induzieren gemeinsam die iNOS-Transkription (Farlik et al. 2010). 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der MyD88- und der TRIF-abhängige Signalweg 
und somit die Expression der iNOS durch frei-verfügbare Zinkionen unterschiedlich feinreguliert 
werden (Abb. 40, S. 101). Zinkionen sind zum einen in Form eines Zinksignals und zum 
anderen als basal, frei-verfügbare Ionen auf unterschiedlichen Ebenen am Ablauf dieser 
Signalwege beteiligt. 
Die TLR4-Stimulation löst ein Zinksignal aus. Wie schon gezeigt wurde, unterstützt dieses 
Zinksignal den MAPK-Weg durch Inhibition der Dephosphorylierung von ERK1/2 und p38 und 
wird außerdem für die Phosphorylierung von IKKα/β und somit für die NF-κB-abhängige 
Diskussion  92 
 
 
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine benötigt (Haase et al. 2008). Der Effekt auf die 
NF-κB-Aktivierung wird mit den in dieser Arbeit dargestellten Daten bestätigt. Nach Stimulation 
des TLR4 wird die Transkription der NF-κB-abhängigen Gene IL-1β, IL-6 und IL-10 durch 
Erniedrigung des Zinksignals mit TPEN signifikant vermindert. Weiterhin wurde gezeigt, dass 
dieser Effekt auf einer frühen Aktivierung von NF-κB beruht, da 30 min und 1 h nach LPS-
Stimulation die Menge an NF-κB im Zellkern durch TPEN-Vorinkubation vermindert ist. 
Dagegen ist nach 2 h und 3 h kein deutlicher Effekt des TPEN auf NF-κB zu beobachten. Die 
Stimulation des TLR7 aktiviert NF-κB ebenfalls über den MyD88-abhängigen Signalweg 
(Blasius und Beutler 2010) und induziert ein Zinksignal. Allerdings ist die Wirkung der Zn2+-
Abnahme durch TPEN auf die Transkription von Zytokinen hier weniger deutlich. Während die 
Transkription der mRNA von IL-1β und IL-6 nicht verändert wird, kommt es jedoch zu einer 
signifikanten Abnahme der IL-10 mRNA. 
Dass die frei-verfügbaren Zinkionen kein unspezifischer Aktivator des TLR-Signalweges sind, 
zeigt sich durch ihren Einfluss auf den TRIF-abhängigen Signalweg. Die Transkription der TRIF-
abhängigen Gene, wie IFN-β und der durch IFN-β induzierten Gene CD80 und CD86, wird 
durch die Verminderung der Zinkionen erhöht. Allerdings ist gleichzeitig kein eindeutiger Effekt 
der Zn2+-Abnahme auf die TRIF-abhängigen Gene Rantes, IP-10 und MCP-1 zu beobachten. 
Es wurde beschrieben, dass diese drei Gene hauptsächlich durch den TRIF-abhängigen 
Signalweg induziert werden (Yamamoto et al. 2003). Es konnte aber auch schon für andere 
Signalwege, wie z.B. den PI3K-Weg, NF-κB und den MAPK/ERK-Signalweg, ein Einfluss auf 
die TLR-abhängige Induktion von Rantes, MCP-1 und IP-10 gezeigt werden, wodurch der 
unterschiedliche Einfluss der Zn2+-Verminderung erklärt werden könnte (Mitchell und Olive 
2010; Orita et al. 2013). 
Die LPS-induzierte iNOS-Expression wird durch eine TPEN-bedingte Abnahme des 
intrazellulären Zinks ebenfalls erhöht. Da diese Erhöhung auch nach Kultur der RAW 264.7-
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Zellen in Zn2+-freiem Medium (Chelex) beobachtet werden kann, ist ein unspezifischer Effekt 
von TPEN als Ursache dieser Erhöhung auszuschließen. Weiterhin ist dieser Effekt auch bei 
Stimulation mit E.coli, in deren Membran LPS vorliegt, zu beobachten. Die zusätzliche Gabe 
von Zink bewirkt keine Verminderung der NO-Freisetzung, wodurch gezeigt wird, dass die 
basale Zn2+-Konzentration zur Hemmung der iNOS-Induktion genügt. Alternativ könnten die 
Zinkionen, welche beim Zinksignal freigesetzt werden an Proteine binden und dort gebunden 
bleiben, auch nachdem das freie Zn2+ wieder auf die Ausgangskonzentration zurückgekehrt ist. 
Dies wird aber durch die Beobachtungen mit TLR3-Liganden Poly I:C ausgeschlossen, da 
dieser kein Zinksignal induziert, aber die NO-Freisetzung nach Inkubation mit TPEN trotzdem 
ansteigt. 
Nach Stimulation von TLR1-9 Homo- und Heterodimeren werden Zinksignale induziert. Die 
einzige Ausnahme bildet dabei der TLR3, welcher kein Zinksignal induziert. Interessanterweise 
ist der TLR3 gleichzeitig der einzige TLR, welcher nicht über MyD88 signalisiert (Kawai und 
Akira 2007). Da die dargestellten Daten zeigen, dass der MyD88-abhängige Signalweg das 
Zinksignal für einen optimalen Ablauf benötigt, lässt sich daraus schließen, dass die Auslösung 
eines Zinksignals reguliert ist und nur dann induziert wird, wenn es für den aktivierten 
Signalweg benötigt wird. Wie das Zinksignal von den TLR ausgelöst wird, konnte bisher noch 
nicht gezeigt werden. In KMM von MyD88-Knockoutmäusen wurde allerdings beobachtet, dass 
das Adapterprotein MyD88 nicht an der Auslösung der LPS-induzierten Zinksignale beteiligt ist 
(Haase et al. 2008). Weiterhin wurde eine Beteiligung der MAPK MEK1/2 und p38, sowie der 
PKC ebenfalls ausgeschlossen (Haase et al. 2008). Allerdings ist die Phosphorylierung von 
Tyrosin von Bedeutung für die Induktion der Zinksignale, wie mit dem Inhibitor Genistein gezeigt 
werden konnte. Da der TLR4-spezifische AK HTA-125 in humanen Leukozyten ein Zinksignal 
auslöst, induziert der Rezeptor das Signal selbst (Haase et al. 2008). Interessanterweise löst 
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IL-1 in Monozyten kein Zinksignal aus (Haase et al. 2008), obwohl sich der TLR und IL-1-
Signalweg mehrere Adapter, wie z.B. MyD88 und die IRAKs, teilen (Ostuni et al. 2010). 
Kürzlich wurde von Taylor et al. zum ersten Mal die genaue Herkunft eines Zinksignals 
beschrieben. Dort führte die Gabe von extrazellulärem Zink und Ionophor bzw. von EGF und 
Ionomycin in Brustkrebszelllinien innerhalb von 2 min zu einer Assoziation von der CK2 mit dem 
Zinktransporter ZIP7 und zu einer Phosphorylierung von ZIP7. Dies induzierte einen Einstrom 
von Zink aus dem ER ins Zytosol und die Aktivierung von ERK1/2 und AKT sowie der 
Zellmigration (Taylor et al. 2012). Es bestehen Ähnlichkeiten zwischen diesem Mechanismus 
und der Induktion der Zinksignale durch TLR. Die TLR-Stimulation induziert die Zinksignale 
ebenfalls innerhalb von 2 min nach der Stimulation und bei der Auslösung scheint mindestens 
eine Kinase beteiligt zu sein. Außerdem ist das Zinksignal ebenfalls intrazellulären Ursprungs 
(Haase et al. 2008). 
Eine LPS- bzw. IFN-γ-Stimulation ist für die iNOS-Induktion in murinen Makrophagen 
ausreichend, während in humanen Makrophagen bestimmte Zytokinkombinationen benötigt 
werden (Kleinert et al. 2010). Für die Zinksignale konnte jedoch gezeigt werden, dass sie in 
beiden Systemen, den humanen und murinen Monozyten, mit ähnlichen Kinetiken induziert 
werden bzw. wie bei Poly I:C nicht induziert werden. Folglich erfüllen die Zinksignale in den 
TLR-Signalwegen in monozytären Zellen bei Mensch und Maus ähnliche Funktionen. 
Wie das Zinksignal die NF-κB-Aktivierung unterstützt ist nach wie vor unklar. Die Ergebnisse 
der Kernisolierung zeigen, dass TPEN die Menge an NF-κB im Kern 30 min und 1 h nach LPS-
Stimulation vermindert. Haase et al. haben 2008 gezeigt, dass nach 15, 30 und 60 min die 
Menge an phosphoryliertem IKKα/β durch TPEN verringert wird (Haase et al. 2008). Diese 
Ergebnisse stimmen mit den Resultaten aus der Kernisolierung überein und deuten an, dass die 
Wirkung des Zinksignals entweder auf Höhe der IKKα/β-Phosphorylierung bzw. 
Dephosphorylierung oder weiter oberhalb liegt. 
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Der Einfluss der intrazellulären Zinkionen auf den TRIF-Signalweg beruht auf der basalen Zn2+-
Konzentration, wie anhand der Zn2+-Verminderung durch TPEN zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten und seinem Einfluss auf die NO-Freisetzung gezeigt werden konnte. Um zu 
identifizieren, wo Zn2+ den TRIF-abhängigen Signalweg negativ reguliert, wurde der Signalweg 
genauer betrachtet. Die Endozytose des TLR4 war trotz Zn2+-Abnahme durch TPEN 
unverändert und der intrazellulär-vorliegende TLR3 erhöhte ebenfalls die IFN-β Transkription. 
Somit tritt der Effekt von Zn2+ unterhalb der Rezeptorinternalisierung auf. Die Degradierung von 
TRAF3 ist ebenfalls nicht an der Regulation des TRIF-abhängigen Signalweges beteiligt. Im 
Gegensatz dazu wurde durch die Zn2+-Abnahme ein Anstieg von p-IRF3 im Nukleus, nicht aber 
im Zytosol, gemessen. Dieses Ergebnis deutet an, dass entweder die Phosphorylierung von 
IRF3 im Nukleus, die Translokation in den Nukleus oder die nukleare Retention von p-IRF3 
durch Zn2+ verändert wird. 
IRF3 wird durch Phosphorylierung von TBK1 und IKKε aktiviert (Fitzgerald et al. 2003). Diese 
Kinasen werden durch Rekrutierung von TRAF3 zu TRIF (Oganesyan et al. 2006) und durch 
Lys63-Ubiquitinierung von TRAF3 aktiviert (Tseng et al. 2010). IRF3 bewegt sich im 
unphosphoryliertem Zustand zwischen Zytosol und Nukleus, wobei der Export aus dem Kern 
vorherrscht, so dass es überwiegend im Zytosol vorliegt (Kumar et al. 2000; Reich 2002). Für 
den Import von IRF3 in den Nukleus ist eine Untergruppe von Importin-α-Rezeptoren, Qip1 und 
KPNA3, verantwortlich, die mit Importin-β-Rezeptoren und der GTPase Ran assoziieren. Der 
Export wird vom „Chromosome Region Maintenance/Exportin 1 (CRM1) vermittelt (Reich 2002). 
Das phosphorylierte IRF3 bindet an die Histonacetyltransferasen „CREB-binding Protein“ (CBP) 
und p300 und bleibt durch die Retention durch CBP/p300 im Nukleus lokalisiert (Kumar et al. 
2000). 
TLR7 signalisiert nur über MyD88 und aktiviert IRF7 an Stelle von IRF3. So unterscheidet sich 
die Induktion von Typ-I-IFN durch TLR7 von der durch TLR4. Zuerst signalisiert TLR7 über 
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MyD88 ähnlich zum TLR4-aktivierten, MyD88-abhängigen Signalweg. Die Kinasen IRAK4 und 
IRAK1 binden MyD88 und werden wiederum von TRAF6 und TRAF3 gebunden. Weiterhin 
interagieren Osteopontin und IKK-α. Anschließend phosphorylieren IKK-α und IRAK1 IRF7, 
welcher dann die Transkription von Typ-I-IFN induziert (Blasius und Beutler 2010). Allerdings 
wurde der Signalweg speziell für plasmazytoide dendritische Zellen und nicht für Makrophagen 
untersucht (Blasius und Beutler 2010). Eine Erhöhung von IFN-β, CD80, CD86 und iNOS wurde 
auch nach Stimulation von TLR7 beobachtet. Da p-IRF7, wie p-IRF3, im Kern von CBP/p300 
gebunden wird (Yang et al. 2003), deutet das an, dass der Effekt von TPEN auf Höhe der IRF-
Retention im Zellkern auftritt. Diese Vermutung wird dadurch unterstützt, dass TPEN den 
gleichen Effekt auf die TLR7-induzierte IFN-β-Induktion, wie auf die TLR4-induzierte IFN-β-
Ausschüttung hat, obwohl sich der restliche Signalweg unterscheidet. Außerdem hat die 
Inkubation mit TPEN keinen Effekt auf die IFN-γ-induzierte NO-Freisetzung, wobei hier die 
iNOS-Bildung anstatt über IRF3 und IRF7 hauptsächlich über STAT1 induziert wird (Schroder et 
al. 2004). 
Weiterhin wurde für IRF7 ein Einfluss der PI3K-Aktivierung auf die nukleare Translokation 
gezeigt (Guiducci et al. 2008). Allerdings konnte nach Einsatz zweier, verschiedener PI3K-
Inhibitoren und Messung der LPS-induzierten NO-Freisetzung kein klarer Effekt der PI3K 
identifiziert werden. Dies ist möglicherweise auf die unterschiedlichen Halbwertszeiten und auf 
die unspezifischen Effekte der Inhibitoren zurückzuführen. Zusammengefasst bietet die 
Aktivierung von IRF3 und auch IRF7 mehrere Möglichkeiten durch Zn2+ reguliert zu werden. 
Zn2+ übt seine Effekte auf die Signaltransduktion häufig durch die Inhibition von 
Proteintyrosinphosphatasen (PTP) aus (Haase und Maret 2003). Die PTP SHP-2, SHIP1 und 
PTP1B sind an dem TRIF-Signalweg beteiligt (An et al. 2006; Gabhann et al. 2010; Xu et al. 
2008). Allerdings sind alle drei PTP negative Regulatoren des TRIF-Signalweges (An et al. 
2006; Gabhann et al. 2010; Xu et al. 2008). Unter der Annahme, dass diese PTP durch Zn2+ 
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gehemmt werden, würde eine Verminderung der freien Zinkionen eine Aktivitätserhöhung der 
PTP und somit eine Herabregulation des TRIF-Signalweges bedeuten. Weiterhin führt eine 
Abnahme der basalen Zn2+-Konzentration zu einer Veränderung des TRIF-Signalweges und die 
meisten PTP-Inhibitionskonstanten sind deutlich höher als die basale, intrazelluläre Zn2+-
Konzentration. So wird PTP1B mit einer Inhibitionskonstante von 17 nM gehemmt (Haase und 
Maret 2003), eine Konzentration die deutlich über der basalen, intrazellulären Zn2+-
Konzentration in Monozyten liegt (Haase et al. 2006). Allerdings gibt es auch deutliche 
Unterschiede in den Inhibitionskonstanten der verschiedenen PTP. Für die RPTPβ wurde 
kürzlich eine Inhibitionskonstante von 21 pM ermittelt, so dass RPTPβ unter normalen, 
unstimulierten Bedingungen in dem Zn2+-gebundenem, inaktiven Zustand vorliegt und durch 
Verminderung der basalen Zinkkonzentration aktiviert werden könnte (Wilson et al. 2012). 
Dementsprechend könnte es natürlich auch noch weitere PTP geben, welche den TRIF-
Signalweg positiv regulieren und auf eine ähnliche Art und Weise durch freie Zinkionen 
kontrolliert werden. 
Zn2+ inhibiert PTP wahrscheinlich durch die Bindung des katalytisch-aktiven Thiols im aktiven 
Zentrum der Enzyme (Kröncke und Klotz 2009). Bei der NF-κB-Aktivierung ist bei mehreren 
Schritten, zusätzlich zu Phosphorylierungen, als posttranslationale Modifizierung die 
Ubiquitinierung beteiligt und kann von den Deubiquitinasen CYLD und A20 wieder rückgängig 
gemacht werden (Bhoj und Chen 2009). Da Deubiquitinasen ebenfalls über Thiole in ihrem 
aktiven Zentrum verfügen und sie wie PTP durch reaktive Sauerstoffspezies oxidiert und damit 
gehemmt werden können (Cotto-Rios et al. 2012), könnte es sich bei diesen Enzymen um ein 
weiteres Ziel für die Hemmung durch Zinkionen im MyD88-abhängigen Signalweg handeln. 
Die Erhöhung der LPS-induzierten iNOS-Expression durch die TPEN-bedingte Abnahme der 
Zn2+-Konzentration beruht auf der IRF3-abhängigen Erhöhung der IFN-β-Produktion. Die 
NO-Ausschüttung wurde fast komplett durch Neutralisation von IFN-β mit einem spezifischen 
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Antikörper aufgehoben und die Zn2+-Verminderung durch TPEN war in der Gegenwart von 
überschüssigem IFN-β ineffektiv. Zusätzlich wurde die IFN-β-unabhängige iNOS-Induktion 
durch IFN-γ untersucht. Hierbei zeigt die Abnahme der Zinkionen durch TPEN keinen Effekt auf 
die IFN-γ-abhängige iNOS-Expression. Somit wird der Signalweg, welcher nicht über IRF und 
IFN-β läuft nicht durch TPEN beeinflusst, wodurch die Funktion der erhöhten IFN-β-
Ausschüttung durch TPEN im TRIF-Signalweg zusätzlich verdeutlicht wird. 
Weiterhin wurde ein Einfluss der Zn2+-Verminderung auf die IFN-β-abhängige Aktivierung des 
JAK-STAT-Signalweges untersucht. Die Behandlung mit TPEN beeinflusst die IFN-β-induzierte 
STAT1-Phosphorylierung nicht. In der T-Zelllinie CTLL-2 wurde ein vergleichbares Ergebnis von 
TPEN auf die STAT5-Phosphorylierung beobachtet. Auch dabei induzierte die Verminderung 
der Zinkionen keine Veränderung (Kaltenberg et al. 2010). Die Ergebnisse deuten somit an, 
dass die Spiegel an freiverfügbarem Zink generell keinen Einfluss auf die Zytokin-induzierte 
JAK/STAT-Aktivierung haben. 
TPEN reduziert allerdings die STAT1-Transkription, welche durch LPS oder IFN-β induziert 
wurde und möglicherweise auch die basale STAT1-Transkription. Bei einem Ansatz mit TPEN 
ohne die Aktivierung der Zellen durch LPS oder IFN-β ist der Unterschied zur unbehandelten 
Kontrolle nicht signifikant. Allerdings wird ohne Stimulation nur wenig STAT1 mRNA exprimiert, 
so dass die Abnahme nach 4 h nur marginal ausfällt. Auf Proteinebene ist eine deutlichere 
Verminderung auch der basalen STAT1-Proteinmenge nach Inkubation mit TPEN für 24, 48 und 
72 h detektierbar. Dieser Effekt der Zn2+-Verminderung durch TPEN wird vermutlich keinen 
Effekt auf die beschriebenen Signalwege haben, da die Halbwertszeit von STAT1 16 h beträgt 
(Siewert et al. 1999). Es könnte aber über einen längeren Zeitraum Signale über den Typ-I-IFN-
Rezeptor beeinflussen und somit einen Feedback-Mechanismus einleiten, welcher die iNOS-
Induktion als Antwort auf die verlängerte Exposition zu LPS limitiert. Weiterhin könnte dieser 
Effekt die Aktivierung zusätzlicher Signalwege beeinflussen, welche STAT1-
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Phosphorylierungen beinhalten sowie Signalwege, welche unphosphoryliertes STAT1-Protein 
für die Induktion von transkriptionaler Aktivität benötigen (Yang und Stark 2008). 
STAT1 ist neben T-bet ein wichtiger Transkriptionsfaktor für die Differenzierung von 
T-Helferzellen (TH) (Agnello et al. 2003). Die T-bet-Expression korreliert mit der Induktion des 
TH1-Zytokins IFN-γ und wird in IFN-γ-produzierenden Zellen wie CD4
+- und CD8+-T-Zellen und 
NK-Zellen detektiert. Zusätzlich ist die Expression von T-bet STAT1-abhängig (Agnello et al. 
2003). Interessanterweise wird bei einem Zinkdefizit das Verhältnis von TH1 zu TH2-Zellen 
reduziert und eine Zinksupplementation kann die TH1-Antwort wieder herstellen (Beck et al. 
1997; Prasad 2000). Die Untersuchung des Einflusses von TPEN und Zink auf die STAT1-
Transkription in T-Helferzellen stellt folglich einen möglichen Ansatz dar, um den Einfluss von 
Zinkdefizienz auf T-Helferzellen zu verstehen.  
Zn2+ kann seine Wirkungen nicht nur durch den kurzfristigen Anstieg seiner intrazellulären 
Konzentration, sondern auch durch langfristigere Veränderungen der basalen Zn2+-
Konzentrationen ausüben. So sind die LPS-induzierte Reifung dendritischer Zellen sowie die 
monozytische Differenzierung myeloischer Vorläuferzellen durch Calcitriol beide von 
Veränderungen der zellulären Zinkhomöostase abhängig und werden durch eine Verminderung 
der freien Zinkionen induziert (Dubben et al. 2010; Kitamura et al. 2006). Sowohl ein 
kurzfristiger Anstieg, als auch die basale Zn2+-Konzentration, regulieren den Ablauf der TLR4-
induzierten Signalwege (Abb. 40, S. 101). Durch LPS-Stimulation kommt es zu einem Anstieg 
der freien Zinkionen, welche den Ablauf des MyD88-Signalweges verstärken. Nach mehreren 
Stunden fällt die Konzentration der freien Zinkionen auf das Ausgangsniveau zurück, aber diese 
basale Konzentration reicht aus, um den Ablauf des TRIF-Signalweges zu hemmen. Somit sind 
die basalen Zn2+-Konzentrationen in Makrophagen bedeutend für eine adäquate Aktivierung des 
angeborenen Immunsystems.  
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Die Reaktion von Makrophagen auf die TLR-Aktivierung hat viele Facetten und eine 
angemessene Aktivierung der angeborenen Immunantwort durch TLR ist außerordentlich 
wichtig. Durch die MyD88-abhängige Produktion von Zytokinen wie IL-1β und IL-6 wird zum 
einen eine inflammatorische Immunantwort ausgelöst. Zusätzlich induzieren TLR durch die 
TRIF-vermittelte Freisetzung von IFN-β eine antivirale Immunantwort (Kawai und Akira 2010). 
Die TLR-induzierte NO-Freisetzung hat wiederum verschiedene Auswirkungen. NO ist an der 
Immunantwort gegen Mikroben, Viren und Tumore beteiligt, kann aber ebenfalls das Gewebe 
des Wirtes angreifen und eine schädliche, wie auch eine nützliche Immunantwort, unterdrücken 
(MacMicking et al. 1997). Die TLR sind zum einen bedeutsam für die Aktivierung des 
Immunsystems bei Infektionen. Auf der anderen Seite ist eine unangemessene Überaktivierung 
mit akuter und chronischer Entzündung und systemischen Autoimmunerkrankungen assoziiert 
(Kawai und Akira 2010). Veränderungen der freien Zinkionen in Makrophagen in Form von 
Zinksignalen und der basalen Zn2+-Konzentration können die Regulation der TLR-Signalwege 
beeinflussen und sind somit wichtig für die adäquate Aktivierung des angeborenen 
Immunsystems. 
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Abb. 40: Zinkionen beeinflussen den TLR4-Signalweg und die iNOS-Induktion auf 
unterschiedlichen Ebenen. 
1) Die LPS-Stimulation des TLR4 bewirkt die Aktivierung des MyD88-abhängigen Signalweges. Es 
kommt zu einer frühen NF-κB-Aktivierung und der Transkription verschiedener, überwiegend pro-
inflammatorischer Gene, wie IL-1β und IL-6. 2) Anschließend wird der TRIF-abhängige Signalweg 
aktiviert und IRF3 phosphoryliert. IRF3 induziert die IFN-β-Bildung. 3) IFN-β wirkt auto- und parakrin und 
aktiviert den JAK-STAT-Signalweg. 4) STAT1 und NF-κB zusammen bewirken dann die Induktion der 
iNOS. Zusätzlich beeinflussen freie Zinkionen die Signalwege. 5) Zeitgleich zur Aktivierung des MyD88-
abhängigen Signalweges wird unabhängig von MyD88 ein Zinksignal induziert. 6) Das Zinksignal fördert 
die MyD88-abhängige Aktivierung von NF-κB oberhalb des Transkriptionsfaktors. Eine Abnahme der 
intrazellulären Zinkionen vermindert daher die Ausschüttung der NF-κB-abhängig induzierten Zytokine. 
7) Der Ablauf des TRIF-abhängigen Signalweges wird durch die basale Zn2+-Konzentration gehemmt. Die 
Ionen hemmen die durch IRF3-induzierte IFN-β-Produktion auf Ebene der Translokation von IRF3 in den 
Zellnukleus bzw. der Retention des Transkriptionsfaktors im Nukleus. 8) Eine Verminderung des basalen 
Zinkspiegels bewirkt somit eine erhöhte IFN-β-Produktion und eine davon abhängige, verstärkte iNOS-
Induktion.9) Die intrazellulär-verfügbaren Zinkionen haben keinen Effekt auf den JAK-STAT-Signalweg, 
aber sie fördern die STAT1-Transkription, wodurch langfristig ein Effekt auf die iNOS-Induktion zu 
erwarten ist. 
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6. Zusammenfassung 
Zinksignale werden in Zellen des Immunsystems durch die Aktivierung verschiedener 
Rezeptoren induziert. Als einer dieser Rezeptoren wurde der TLR4 identifiziert. Ein Anstieg an 
freiem Zn2+ wird für die MyD88-abhängige Expression von proinflammatorischen Zytokinen 
benötigt. 
Ziel dieser Arbeit war es die Effekte von Zn2+ auf den MyD88- und TRIF-abhängigen Signalweg 
in der murinen Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 zu vergleichen. Die Abnahme der intrazellulär 
verfügbaren Zinkionen durch den Chelator TPEN vermindert die vorwiegend MyD88-abhängige 
Transkription der Zytokine IL-1β, IL-6 und IL-10. Gleichzeitig kommt es zu einem Anstieg des 
TRIF-abhängigen IFN-β sowie der IFN-β-abhängig exprimierten iNOS und der NO-Freisetzung. 
Diese Effekte wurden durch das TLR4-induzierte Zinksignal nicht beeinflusst und traten auch 
nach Stimulation von TLR3, dem einzigen TLR, welcher kein Zinksignal induziert und 
ausschließlich über TRIF signalisiert, auf. Stattdessen ist nach TLR4-Stimulation das basal-
verfügbare Zn2+ über die Verminderung der IRF3-abhängigen Transkription ein negativer 
Regulator des TRIF-Signalweges. Weiterhin ist die Expression des Transkriptionsfaktors STAT1 
im IFN-β-induzierten JAK-STAT-Signalweg durch TPEN vermindert, so dass es sich dabei 
möglicherweise um einen Feedback-Mechanismus zur Verhinderung einer zu starken iNOS-
Expression handelt. 
IFN-γ induziert ebenfalls die Expression der iNOS, stimuliert aber weder ein Zinksignal noch 
verändert die Inkubation mit TPEN die NO-Freisetzung, so dass die Effekte der basalen Zn2+-
Konzentration spezifisch für die TLR-Signalwege sind. Zn2+ reguliert dabei den MyD88-
abhängigen Signalweg über Zinksignale und den TRIF-abhängigen Signalweg über die basale 
Zn2+-Konzentration. Eine Veränderung der basalen Zn2+-Konzentration kann somit die Balance 
der beiden wichtigsten TLR-Signalwege beeinflussen, welche für die adäquate Aktivierung des 
angeborenen Immunsystems von Bedeutung sind. 
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